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1. Einleitung und Fragestellung 
1.1. Chronische lymphatische B-Zell Leukämie 
1.1.1. Inzidenz und Pathogenese 
Die chronische lymphatische Leukämie (CLL) ist mit 25 % aller Leukämien das häufigs-
te Non-Hodgkin-Lymphom (11 %) der westlichen Welt (Linet and Cartwright, 1988). Es 
wird nach der WHO-Klassifikation zu den reifen B-Zell-Neoplasien gezählt (Jaffe, 
1999). Ihre Inzidenz beträgt in den USA 3/100.000 Einwohner, während in Fernost eine 
wesentlich geringere Inzidenz besteht (Nishiyama et al., 1969). Die Erkrankungshäu-
figkeit nimmt mit steigendem Lebensalter zu, wobei das mediane Alter bei Erstdiagno-
se bei 65 Jahren liegt. Männer sind doppelt so häufig betroffen wie Frauen. 
Die CLL ist ein lymphozytisches Non-Hodgkin-Lymphom (NHL) von niedrigem Maligni-
tätsgrad und stets leukämischem Verlauf. Die Ätiologie der CLL ist noch ungeklärt, 
jedoch spielen hereditäre Faktoren eine Rolle. Kinder von CLL-Patienten haben im 
Vergleich zur Normalbevölkerung ein 3fach erhöhtes Risiko an einer lymphatischen 
Neoplasie zu erkranken (Capalbo et al., 2000). 
Diese lymphoproliferative Erkrankung ist charakterisiert durch monoklonale Bildung 
und Akkumulation morphologisch reifer und funktionell unreifer, nicht immunkompeten-
ter Lymphozyten im peripherem Blut, in der Milz, in den Lymphknoten und im Kno-
chenmark (Bannerji and Byrd, 2000). Es handelt sich mit 95 % um B-Lymphozyten mit 
langsamer Proliferationsrate (Schriever and Huhn, 2003). Über 95 % der Zellen befin-
den sich im Stadium G0/G1 des Zellteilungszyklus, daher akkumulieren die B-CLL-
Zellen auf Grund eines fehlerhaften Apoptose-Mechanismus (Dormer et al., 1983). 
Immunophänotypisch zeigen die B-CLL-Zellen typische B-Zell-Oberflächenantigene 
wie CD (Cluster of Differentiation) 19, CD20 und CD23 als auch die Expression des 
Aktivierungsantigens CD5 (Matutes et al., 1994). Dieses Antigen wird physiologisch 
auch von T-Zellen und fetalen B-Zellen sowie von Lymphozyten der Mantelzone des 
Lymphknotens eines Erwachsenen exprimiert. Es hat eine den γδ-T-Zellen ähnliche 
Struktur und gehört zum unspezifischen Immunsystem. CD5 ist jedoch charakteristisch 
für B-CLL-Zellen und es wird angenommen, dass diese CD5-positive B-Zelle die Ur-
sprungszelle der CLL darstellt. Anders als normale Zellen zeigen die CLL-Zellen kein 
CD10, den Keimzentrums-B-Zellmarker, auf ihrer Oberfläche (Reed, 1998). Man nimmt 
an, dass die B-CLL-Zellen von zwei verschiedenen Gruppen von normalen B-Zellen 
abstammen, den post-Keimzentrums-B-Gedächtnis-Zellen und den naiven prä-
Keimzentrums-B-Zellen. Bei der post-Keimzentrums-B-CLL-Zelle besteht eine somati-
sche Mutation der variablen schweren Ig V-Kette, die bei der prä-Keimzentrums-B-
CLL-Zelle fehlt (Damle et al., 1999; Hamblin et al., 1999; Maloum et al., 2000). Die un-
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terschiedlich vorliegende Mutation des Ig V-Gens ist für die Prognose der B-CLL mit-
entscheidend. 
Die Ursachen, die zu einer malignen Transformation von B-Lymphozyten führen, sind 
unbekannt. Mit Hilfe neuer sensitiver Methoden, wie der Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierungs (FISH-) Analyse oder der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) können 
in mehr als 80 % der Fälle zytogenetische Aberrationen nachgewiesen werden 
(Dohner et al., 2000), Tabelle 1. 
Tabelle 1: Interphasen-Zytogenetik nach (Dohner et al., 1999) 
Aberration Häufigkeit (%) Involvierte Gene Prognose 
Deletion 13q14 53 ? günstig 
Deletion 11q22.3-23.1 18 ? schlecht 
Trisomie 12 15 ? günstig 
Deletion 6q21-23 6 ? günstig 
Deletion TP53 17p13 7 p53 schlecht 
8q Trisomie 8 5 ? günstig 
Translokation t(14q32) 4 ? günstig 
Trisomie 3 3 ? günstig 
 
Mit 53 % der Fälle kann am häufigsten die Deletion (13q14) beschrieben werden, die 
mit einer günstigen Prognose assoziiert wird. Das hier lokalisierte Tumorsuppressor-
gen konnte bisher nicht eindeutig beschrieben werden (Kalachikov et al., 1997). 
Bei nur 7 - 11 % aller Patienten findet die Deletion (17p13) statt, die einer Mutation des 
Tumorsuppressorgens p53 entspricht und häufig mit einer Progression der Erkrankung 
und schlechter Prognose einhergeht (Callet-Bauchu et al., 1999). Das Proteinprodukt 
von p53 ist ein Transkriptionsfaktor und reguliert wichtige Signalproteine, die die Proli-
feration (p21), DNA-Reparatur (GADD45) und Apoptose (Fas, Bax, Bcl-2) der Zelle 
steuern (Levine et al., 1991). 
Charakteristisch für CLL-Zellen ist eine Überexpression von Bcl-2, möglicherweise ver-
ursacht durch Demethylierung beider Bcl-2-Gene (Hanada et al., 1993) als auch eine 
niedrige Expression der Fas-Rezeptoren (Apo-1/ CD95), die über Aktivierung von 
Caspasen eine proapoptotische Wirkung vermitteln (Robertson et al., 1995). 
Die CLL-Zellen sind anerge B-Zellen, die im Gegensatz zu normalen B-Zellen nur we-
nige membranständige Immunglobuline, meist vom IgM- oder IgD-Typ, exprimieren 
und als Ausdruck einer Monoklonalität eine Leichtketten-Restriktion aufweisen. Auf 
Grund des Mangels an B7 (CD80 und CD86) auf ihrer Oberfläche ist die B-CLL-Zelle 
eine ineffiziente Antigen präsentierende Zelle, da B7 für die Bindung des Antigen-
MHC-Komplexes an den T-Zell-Rezeptor notwendig ist. Dies führt zu Anergie der T-
Zellen mit deren gestörter Aktivierung und Proliferation. Dieses fehlende kostimulieren-
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de Signal könnte die ausbleibende T-Zell-Antwort auf potenzielle tumorspezifische An-
tigene der B-CLL-Zelle erklären. Die CD4-positiven T-Helferzellen sind gegenüber Fas-
induzierter Apoptose sensitiver als die CD8-positiven T-Zellen. Daher ist die CD4/ 
CD8-Ratio in CLL-Patientenproben vermindert, was zusätzlich zu dem Immundefekt 
beiträgt (Bannerji and Byrd, 2000). 
Auch die unterschiedliche Expression von Adhäsionsmolekülen auf der Zelloberfläche 
beeinflusst das klinische Erscheinungsbild. Die Adhäsionsmoleküle vermitteln die In-
teraktion mit anderen Zellen und Geweben und bestimmen die Gewebebeteiligung bei 
Erkrankung. Das Adhäsionsmolekül L-Selektin lässt sich bei ausgeprägter Lymphozy-
tose und mäßiger Gewebsbeteiligung nachweisen. Bei Patienten mit Splenomegalie ist 
dagegen CD11a und CD11c stark exprimiert (Pangalis et al., 2002), eine hohe Expres-
sion von CD44 besteht meist bei starker Lymphadenopathie, kurzer Lymphozytenver-
dopplungszeit und diffuser Knochenmarksinfiltration (Angelopoulou et al., 1999; De 
Rossi et al., 1993). 
1.1.2. Klinik und Diagnose 
Die CLL ist ein niedrigmalignes Non-Hodgkin-Lymphom mit schleichendem Beginn und 
langsamer Progression. Dennoch konnte bisher mit keinem Therapieansatz eine Hei-
lung der Erkrankung erzielt werden. 
Das klinische Erscheinungsbild ist uncharakteristisch mit Lymphknotenschwellung, 
Spleno- und Hepatomegalie und Leukozytose. Bei Diagnosestellung ist der Großteil 
der Patienten asymptomatisch, nur bei 20 % der Patienten besteht eine B-Symptomatik 
mit Nachtschweiß, Fieber und Gewichtsverlust. Neben Zeichen einer Infiltration besteht 
in fortgeschrittenen Stadien ein Immundefekt, der auf einer Hypogammaglobulinämie, 
einer verminderten Komplementaktivierung und Zytotoxizität beruht. 
Haupttodesursachen sind Blutungen und Infektionen, insbesondere Pneumonien oder 
Sepsis. Weitere typische Komplikationen sind Autoimmunphänomene, vor allem die 
autoimmunhämolytische Anämie (AIHA), die durch polyklonale IgG-Wärmeantikörper 
ausgelöst wird. Seltener werden Autoimmunthrombozytopenien oder die so genannte 
„pure-red-cell“-Anämie beobachtet. Bis zu 15 % der Patienten mit CLL entwickeln im 
späten Verlauf der Erkrankung im Rahmen eines Richter-Syndroms eine Transformati-
on in ein hochmalignes, eher großzellig imponierendes Lymphom. 
Darüber hinaus haben CLL-Patienten unabhängig von der Therapie ein erhöhtes Risi-
ko an einer nicht-hämatologischen Neoplasie zu erkranken (Travis et al., 1992). 
Nach den Empfehlungen der „National Cancer Institute-sponsored Working Group“ 
(NCI/WG) sind zur Diagnosestellung folgende Kriterien obligat (Cheson et al., 1996): 
Der Nachweis einer anhaltenden absoluten Lymphozytose von > 5000/µl mit einem 
Anteil von < 55 % Prolymphozyten und gleichzeitigem durchflusszytometrischem 
Nachweis des B-CLL-Immunphänotyps mit Koexpression des Oberflächenmarkers 
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CD5 und der typischen B-Zell-Marker (CD19, CD20) sowie einer deutlichen Expression 
von CD23. Zusätzlich muss als Ausdruck ihrer Monoklonalität eine Leichtkettenrestrik-
tion vom Typ κ oder λ vorhanden sein. 
Auf Grund der hohen Sensitivität der durchflusszytometrischen Analyse ist eine histo-
logische Lymphknotenuntersuchung zur Immunophänotypisierung und Diagnosestel-
lung nicht erforderlich. Zur Abschätzung des Krankheitsstadiums und der Prognose 
wird die körperliche Untersuchung mit Lymphknotenstatus durchgeführt. Dabei lässt 
sich bei 50 - 60 % der Patienten eine Lymphadenopathie feststellen. 
Im Blutausstrich zeigen sich in der panoptischen Färbung überwiegend morphologisch 
reife kleine Lymphozyten mit dichtem Kern, ohne Nukleolen und schmalem Zytoplas-
masaum. Charakteristisch für die CLL ist das Auftreten von Zelltrümmern, sogenannten 
Gumprecht´schen Kernschatten. 
Bei der zytohistologischen Untersuchung eines Knochenmarkpunktats verspricht ein 
rein noduläres Knochenmarkinfiltrationsmuster eine günstige Prognose, während ein 
diffus infiltriertes Knochenmark einen progressiven Verlauf erwarten lässt (Rozman et 
al., 1984). 
1.1.3. Stadieneinteilung und Prognose 
Bei der CLL besteht eine klare Abhängigkeit der Prognose von der Tumormasse bei 
Diagnosestellung. 
Rai (Rai et al., 1975) und Binet (Binet et al., 1981) entwickelten Stadieneinteilungen, 
die auf der Zunahme der Tumormasse basieren (Tabelle 2): In frühen Krankheitssta-
dien imponiert die Vermehrung der CLL-Zellen im peripheren Blut, später in den 
lymphatischen Organen und in fortgeschrittenen Stadien kommt es zu zunehmender 
Verdrängungsmyelopathie mit Insuffizienzzeichen wie Anämie oder Thrombozytopenie. 
Tabelle 2: Stadieneinteilung der CLL nach Rai und Binet (Schriever and Huhn, 2003) 
Risiko Stadium Parameter Medianes 
Überleben 
Therapie-
indikation 
 
 
Niedriges  
Risiko 
Rai 
 
0 
 
 
Lymphozytose und  
Knochenmarkinfiltration 
 
 
> 12,5  
Jahre 
 
 
keine 
Intermediäres 
Risiko 
I Lymphozytose und  
vergrößerte Lymphknoten 
8,5 Jahre keine 
 II Lymphozytose und  
Hepato-/Splenomegalie 
6 Jahre Therapie 
optionalc
Hohes Risiko III Lymphozytose und  
Hb < 11 g/dl 
1,5 Jahre Therapie 
 IV Lymphozytose und  
Thrombozyten < 100.000/µl 
1,5 Jahre Therapie 
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Risiko Stadium Parameter Medianes 
Überleben 
Therapie-
indikation 
 
 
Niedriges  
Risiko 
Binet 
 
A 
 
 
Hb > 10 g/dl, 
Thrombozyten > 100.000/µl, 
< 3 Lymphknotenregionena
 
 
> 10 Jahre 
 
 
keineb
 A´ Lymphozyten < 30.000/µl 83 %  
5 Jahre 
keineb
 A´´ Lymphozyten > 30.000/µl 62 %  
5 Jahre 
keineb
Intermediäres 
Risiko 
 
B Hb > 10 g/dl,  
Thrombozyten > 100.000/µl 
≥ 3 Lymphknotenregionen 
7 Jahre Therapie 
optionalc
Hohes Risiko C Hb < 10 g/dl,  
Thrombozyten < 100.000/µl,
± Lymphadenopathie 
2 Jahre Therapie 
 
a Zervikale, axilläre und inguinale Lymphknotenvergrößerungen unilateral oder bilate-
ral, sowie Leber- und Milzvergrößerungen gelten als je eine Region. 
 
b Außer im Rahmen von Studien (Parameter der deutschen CLL-Studiengruppe: Lym-
phozytenverdopplungszeit < 12 Monate, hohe Thymidinkinase, hohes β2-Mikroglobulin, 
kein noduläres Knochenmarksinfiltrationsmuster). 
 
c Therapie indiziert bei Symptomen (z.B. B-Symptomatik, Bulky Disease, Autoimmun-
phänomene) 
 
In Deutschland hat sich die Einteilung nach Binet durchgesetzt. Danach lässt sich die 
mediane Überlebenszeit abschätzen. Im Stadium Binet A (Befall von weniger als drei 
Lymphknotenstationen) beträgt sie über 10 Jahre, im Stadium Binet B (Befall von mehr 
als drei Lymphknotenstationen) 5 - 7 Jahre und in der Hochrisikogruppe mit Knochen-
markinsuffizienz (Binet C) nur 2 - 3 Jahre (Dighiero et al., 1998). 
60 % der Patienten werden im Stadium Binet A diagnostiziert. Da in dieser Gruppe 
unterschiedliche Verlaufsformen beobachtet werden, sind in Niedrigrisikogruppen wei-
tere Prognoseparameter notwendig, nach denen sich die Therapie richtet, wie unter 
anderem die Lymphozytenverdopplungszeit und das Knochenmarkinflitrationsmuster. 
Die Smouldering-CLL (Montserrat and Rozman, 1995) als besonders günstige Ver-
laufsform ist gekennzeichnet durch ein noduläres Knochenmarkinfiltrationsmuster, ei-
nen Hb > 12 g/dl, eine Lymphozytenverdopplungszeit > 12 Monate sowie eine absolute 
Lymphozytenzahl < 30.000/µl. Ein Drittel der Patienten im Stadium Binet A hat eine 
Smouldering-CLL und benötigt keine Therapie. Ihre Überlebenszeit unterscheidet sich 
nicht von altersadaptierten Kontrollgruppen. 
Prognostisch ungünstige Parameter sind in Niedrigrisikogruppen dagegen eine erhöhte 
Aktivität der Serumthymidinkinase > 7,1 U/l (Hallek et al., 1999), eine erhöhte β2-
Mikroglobulin-Konzentration > 3,5 mg/l (Hallek et al., 1996) und ein erhöhter Serum-
spiegel für lösliches CD23-Antigen (Knauf et al., 1997). 
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Die Analyse von molekularen Parametern kann weitere Informationen über den Er-
krankungsstatus liefern und gewinnt bei der Einschätzung der Prognose zunehmend 
an Bedeutung. Eine ausbleibende Ig V-Mutation (Damle et al., 1999; Hamblin et al., 
1999; Maloum et al., 2000), die Mutation des p53 Tumorsuppressorgens (Dohner et al., 
1995) und eine erhöhte Bcl-2/Bax-Ratio (Pepper et al., 1997; Robertson et al., 1996) 
korrelieren mit einer schlechten Prognose und geringer Chemosensibilität. 
Dohner und Mitarbeiter (Dohner et al., 1999) haben nach einer Analyse von 343 CLL-
Fällen eine prognostische Unterteilung der Patienten in eine Hochrisiko- (11q- oder 
17p-Deletion als Mutationen mit schlechtester Prognose) und eine Niedrigrisikogruppe 
nach zytogenetischen Kriterien erarbeitet (Tabelle 3). Eine vorhandene 11q-Deletion 
korreliert eng mit Transplantatabstoßung nach autologer Stammzelltransplantation 
(Stilgenbauer et al., 2000). 
Tabelle 3: Zytogenetisch definierte prognostische Risikogruppen (Dohner et al., 1999) 
Risikogruppe Aberration 
Niedriges Risiko 13q- oder 
6q- oder 
normaler Karyotyp 
Hohes Risiko 11q- oder 
17p 
 
1.1.4. Therapiemöglichkeiten 
Die Therapie der CLL richtet sich nach dem jeweiligen Stadium. Im Vordergrund der 
rein palliativen Therapie stehen Verbesserung der Lebensqualität und Lebensverlänge-
rung. Eine frühzeitige Intervention mit zytostatischer Standardtherapie bringt bisher 
keinen Überlebensvorteil und sollte vermieden werden. 
Indikationen einer Chemotherapie sind das Stadium Binet C und alle symptomatischen 
Erkrankungsstadien mit zunehmender Vergrößerung von Lymphknoten oder der Milz, 
einer B-Symptomatik sowie einer Hyperleukozytose mit möglichem Hyperviskositäts-
syndrom (Cheson et al., 1996). Im Stadium Binet A ist eine zytostatische Therapie 
notwendig, wenn ein rasch progredienter Verlauf mit einer Lymphozytenverdopplungs-
zeit unter sechs Monaten vorliegt oder wenn Risikofaktoren vorhanden sind, wie die 
Erhöhung der Tymidinkinase, des β2-Mikroglobulins und des löslichen CD23-Antigens. 
Bei diesen 30 % der Patienten im Stadium Binet A ist die Lebenserwartung mit einer 
mittleren Überlebenszeit von 4 Jahren deutlich eingeschränkt, ein effektives Therapie-
protokoll konnte jedoch noch nicht gefunden werden (The French Cooperative Group 
on Chronic Lymphocytic Leukemia, 1990). Der frühe Einsatz von Chlorambucil oder 
Interferon-α erbrachte keinen Überlebensvorteil (Dighiero et al., 1998). Mit Purinanalo-
ga, wie Fludarabin, konnte eine hohe Rate an kompletten Remissionen erreicht wer-
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den. Im Rahmen einer Phase-III-Studie wird nun überprüft, ob der frühe Einsatz von 
Fludarabin bei Risikopatienten im Stadium Binet A zu einer Verlängerung der Überle-
benszeit führt (CLL1-Protokoll der Deutschen CLL-Studiengruppe, DCLLSG). 
1.1.4.1. Chemotherapie 
Obwohl bisher noch kein Heilungserfolg erzielt werden konnte, zeigen einige Che-
motherapeutika eine hohe Aktivität gegenüber den malignen B-CLL-Zellen (Byrd et al., 
2000). Experimente zeigten, dass diese Substanzen, wie Purinanaloga und Alkylan-
tien, ihren zytotoxischen Effekt über Induktion von Apoptose vermitteln (Begleiter et al., 
1994; Bellosillo et al., 1999; Consoli et al., 1998). 
Als Standardtherapie gilt die Monotherapie mit Chlorambucil, einer alkylierenden Sub-
stanz, die in intermittierenden Schemata eingesetzt wird um eine Knochenmarktoxizität 
in Grenzen zu halten. Mit Chlorambucil als Monotherapie kann bei 40 - 70 % der Pati-
enten eine Remission erreicht werden, komplette Remissionen sind jedoch sehr selten 
(3 %) und halten mit durchschnittlich 14 Monaten nur kurz an (Rai et al., 2000). Vor 
allem bei älteren Patienten (> 65 Jahre) mit Begleiterkrankungen bevorzugt man Chlo-
rambucil auf Grund der einfachen Applikationsart und der relativ niedrigen Komplikati-
onsraten. 
Mittel der Wahl bei Chlorambucil refraktärer B-CLL ist das Purinanalogon Fludarabin, 
mit dem in 25 - 55 % der Fälle ein Therapieerfolg erreicht werden kann, davon in 5 - 37 
% der Fälle komplette Remissionen (Sorensen et al., 1997). Auch die Wirksamkeit von 
Fludarabin als Primärtherapie wurde in klinischen Phase-III-Studien geprüft (Keating et 
al., 1998). Hier zeigte sich, dass sowohl die Remissionsrate höher als auch die pro-
gressionsfreie Überlebenszeit länger war gegenüber einer Chlorambucil-Mono- bzw. 
Kombinationstherapie mit Cyclophosphamid, Adriamycin und Prednison oder Cyc-
lophosphamid, Adriamycin, Vincristin und Prednison (Leporrier et al., 2001). Das Ge-
samtüberleben konnte mit primärer Fludarabin-Monotherapie jedoch nicht beeinflusst 
werden, sodass Chlorambucil weiterhin als Standardtherapeutikum gilt (Rai et al., 
2000). 
Mit der Kombination aus Fludarabin und Cyclophosphamid als Primärtherapie konnte 
bei 80 % der untersuchten Patienten ein Therapieerfolg erzielt und zu 35 % komplette 
Remissionsraten induziert werden (O'Brien et al., 2001). Auf Grund der erhöhten Rate 
an lebensbedrohlichen Infektionen (Morrison et al., 2001) wird diese Kombination nur 
im Rahmen klinischer Studien angewandt (CLL4-Protokoll der Deutschen CLL-
Studiengruppe, DCLLSG). 
Die dominierenden unerwünschten Nebenwirkungen von Fludarabin sind Myelo-
suppression und Lymphozytopenie mit spezifischer Schädigung der CD4-positiven T-
Zellen. Fludarabin-assoziierte Infektionen betreffen 5 % der Patienten mit CLL. Vor 
allem die kombinierte Gabe mit Kortikosteroiden steigert die Induktion von opportunisti-
schen Infektionen. Schwere Grad III oder IV Infektionen treten häufiger im Rahmen der 
 13
Therapie mit Fludarabin (16 %) als mit Chlorambucil (9 %) auf (Leporrier, 2004). Die 
initiale Gabe von Fludarabin bei Patienten mit hoher Leukozytenzahl kann ein Tumor-
lysesyndrom hervorrufen. Auch eine autoimmunhämolytische Anämie (AIHA) kann bei 
Therapie mit Fludarabin auftreten (Leporrier et al., 2001). 
Versuche mit oralem Fludarabin zeigten eine ähnliche klinische Effizienz und ver-
gleichbare Hämatotoxizität. Die im Gegensatz zum intravenös verabreichten Fludara-
bin häufiger auftretenden gastrointestinalen Nebenwirkungen sind moderat (Boogaerts 
et al., 2001). 
Fludara® (Schering) enthält Fludarabinphosphat, ein wasserlösliches fluoriertes 
Nukleotid-Analogon des Virostatikums Vidarabin (Ara-A, 9-β-D-arabinosyl-2-
Fluoroadenin), dessen Metabolit 2F-Ara-A stabil gegenüber Deaminierung durch Ade-
nosin-Deaminase ist. Daher überwiegt die Phosphorylierung zum aktiven Metabolit 2F-
Ara-ATP durch Deoxycytidin-Kinase. Dieses in hoher Konzentration zytotoxische 5´-
Triphosphat akkumuliert intrazellulär, inseriert in die DNA und verhindert überwiegend 
die DNA-Synthese bzw. -Reparatur durch Hemmung der Ribonukleotid-Reduktase, 
DNA-Polymerase α/δ und ε sowie der DNA-Primase und der DNA-Ligase. Zudem wird 
über Insertion in die RNA die Proteinsynthese gehemmt (Gandhi and Plunkett, 2002). 
Obwohl die Hemmung der DNA-Synthese der dominierende Wirkmechanismus von 
Fludarabin ist, zeigt das Nukleosidanalogon auch eine starke therapeutische Aktivität 
gegenüber indolenten lymphozytischen Erkrankungen mit niedriger Proliferationsrate 
(Keating et al., 1998). Pettitt beschreibt in seinem Review anschaulich den Mechanis-
mus, über den Purinanaloga ihre zytotoxische Wirkung auf CLL-Zellen vermitteln 
(Pettitt, 2003). 
1.1.4.2. Antikörperbehandlung 
Auf Grund fehlender signifikanter Myelotoxizität scheinen chimäre monoklonale Anti-
körper eine attraktive Alternative gegenüber konventioneller Chemotherapie darzustel-
len (Schriever and Huhn, 2003). Rituximab, ein Antikörper, der an das B-Zell-
Oberflächenantigen CD20 bindet, vermittelt seine zytotoxische Wirkung über Komple-
mentaktivierung und induziert Apoptose in den malignen Zellen. Die Monotherapie mit 
Rituximab erzielte bisher keine höheren Erfolgsraten im Vergleich zu alkylierenden 
Substanzen. Klinische Studien zeigen unter intensivierter Therapie mit der Kombination 
aus Rituximab und Fludarabin bzw. Cyclophosphamid erfolgsversprechende Ergebnis-
se (Byrd et al., 2003). Dennoch konnte eine anhaltende molekulare Remission und 
Heilung bisher noch nicht nachgewiesen werden. Alemtuzumab, ein monoklonaler anti-
CD52-Antikörper, induziert höhere Infektionsraten als Rituximab, zeigt jedoch gerade 
bei refraktärer CLL eine hohe Sensitivität bei tolerabler Toxizität (Keating et al., 2002; 
Kennedy et al., 2002). 
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1.1.4.3. Transplantation 
Im Rahmen des CLL3-Protokolls der Deutschen CLL-Studiengruppe wird bei Patienten 
unter 60 Jahren im Stadium Binet A mit Risikofakoren für Progression die Durchführ-
barkeit einer Hochdosis-Radiochemotherapie mit autologer Stammzelltransplantation 
und deren Remissionsrate überprüft. Da der Altersmedian bei Diagnosestellung fast 70 
Jahre beträgt, sind weniger als 10 % der CLL-Patienten geeignet für eine Transplanta-
tion (Schriever and Huhn, 2003). Die Mortalität bei myeloablativer Chemotherapie mit 
nachfolgender autologer Stammzelltransplantation beträgt bis zu 19 %. Leider konnte 
bisher noch kein Plateau in den Überlebenskurven beobachtet werden und 50 % der 
Patienten zeigen 4 Jahre nach erfolgter autologer Stammzelltransplantation Rückfälle. 
Da die allogene Stammzelltransplantation von einer Mortalitätsrate von 25 - 50 % be-
gleitet ist, wird diese nur sehr zurückhaltend im Rahmen von Studien eingesetzt. Der 
„graft-versus-leukemia“-Effekt ist hier für die verbesserte Überlebensrate verantwort-
lich. Die Überlebenskurven zeigen ein Plateau bei 40 - 60 % der Patienten, nur bei 10 - 
25 % treten Rückfälle auf. Dennoch konnte eine signifikante Lebensverlängerung und 
Heilung bisher noch nicht nachgewiesen werden. 
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1.2. Apoptose 
1.2.1. Bedeutung der Apoptose 
Der programmierte Zelltod, auch Apoptose genannt, ist eines der Schwerpunktthemen 
in der modernen biologischen Forschung. Um ein ideales Gleichgewicht zu den neuen 
Zellen herzustellen, die jeden Tag durch Mitose entstehen, müssen jeden Tag unge-
fähr 10 Billionen Zellen sterben. Apoptose erlaubt dem Organismus die Zellzahl und 
die Gewebegröße zu kontrollieren (Glucksmann, 1965), sich vor pathogenen Zellen zu 
schützen und ist daher lebensnotwendig für multizelluläre Organismen. Apoptose spielt 
eine große Rolle sowohl in der embryonalen Entwicklung (Saunders, 1966) als auch in 
der Bildung des Nervensystems und des Immunsystems (Krammer et al., 1994) und ist 
wesentlich daran beteiligt pathogene und autoaggressive Zellen aus dem Körper zu 
eliminieren. Im Gegensatz zum onkotischen Zelltod, der durch mechanische Läsion, 
physikalische oder chemische Noxen ausgelöst wird, ist der apoptotische Zelltod phy-
siologisch und ein energieabhängiger Prozess. 
1.2.2. Morphologische und molekulare Veränderungen während Apoptose 
Die morphologischen Veränderungen während Apoptose wurden erstmals 1972 von 
Kerr und Mitarbeitern beschrieben (Kerr et al., 1972). Mit Hilfe der Elektronenmikro-
skopanalyse konnten eine Chromatinkondensation und eine Fragmentierung der nuc-
leosomalen DNA durch Aktivierung endogener Nucleasen beobachtet werden (Wyllie, 
1980). Im frühen Stadium sind keine Veränderungen in den Mitochondrien, im En-
doplasmatischen Retikulum und im Golgi-Apparat sichtbar, später jedoch schwillt die 
äußere Mitochondrienmembran an (Vander Heiden et al., 1997). Im späten Stadium 
lösen sich Zellkern und Mitochondrien auf und das Zytoplasma schrumpft durch Ab-
schnürung und Abstoßung membrangebundener Vesikel (Wyllie et al., 1980). Das in 
der lebenden Zelle an der inneren Zellmembran lokalisierte Phospholipid Phosphatidyl-
serin wird nun an der Membranaussenseite exponiert (Fadok et al., 2001). Die abge-
schnürten Vesikel werden von Makrophagen und dentritischen Zellen phagozytiert 
(Platt et al., 1998) und die phagozytierenden Zellen sezernieren Zytokine. Anders als 
beim nekrotischen Zelltod, bei dem es durch einen Defekt des transmembranalen 
Wasser- und Elektronentransports zu einem vakuolären Anschwellen und Platzen von 
Zelle und Organellen kommt, bleibt dadurch eine Entzündungsreaktion des umgeben-
den Gewebes beim geplanten Zelltod aus. 
Diese typischen morphologischen Veränderungen können durch ein breites Spektrum 
apoptotischer Stimuli induziert und in Zellen verschiedenster Gewebearten und Spe-
zies beobachtet werden. Daher münden wohl unabhängige proapoptotische Signalwe-
ge in einen gemeinsamen endogenen Zellmechanismus, der während der gesamten 
Evolution beibehalten wurde (Hengartner and Horvitz, 1994; Wyllie et al., 1980). 
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1.2.3. Caspasen 
Für den programmierten Zelltod ist eine Gruppe von Cysteinproteasen verantwortlich, 
die als Interleukin-1β-converting Enzyme (ICE), CED-3 Proteasen oder seit 1996 auch 
einfacher als Caspasen bezeichnet werden. 
Mindestens 14 verschiedene Caspasen wurden bei Säugetieren identifiziert (Alnemri et 
al., 1996), davon spielen wohl ungefähr zwei Drittel bei der Induktion von Apoptose 
eine Rolle. Die Hemmung von Caspaseaktivität, sei es durch Mutation oder durch 
pharmakologische Inhibitoren, kann den apoptotischen Zelltod verlangsamen oder so-
gar verhindern (Earnshaw et al., 1999). Beispielsweise verhindert die transgene Ex-
pression von Baclovirus Protein p35, einem sehr potenten Pan-Caspaseinhibitor, A-
poptose in zahlreichen Zellinien (Bump et al., 1995). Daher sind die Caspasen zweifel-
los die Schlüsselenzyme der Apoptoseinduktion. Die Caspasen sind homolog unter-
einander und können sowohl bei Menschen und Säugetieren als auch bei Insekten, 
Nematoden und Hydra (Süßwasserpolypen) gefunden werden. 
Alle bekannten Caspasen erkennen ihre Substrate an Aspartat-Xxx-Tetrapeptiden und 
spalten am Carboxylende des Aspartats. Die Substratspezifität wird bestimmt durch 
das Muster der Aminosäuren P2-P4 am aminoterminalen Ende (Thornberry et al., 
1997). Die Caspasen werden als Zymogene mit niedriger intrinsischer Enzymaktivität 
synthetisiert, bestehend aus drei Domänen: einer N-terminalen Prodomäne, einer p20-
und einer p10-Domäne. Proteolytische Spaltung jeweils zwischen den Domänen führt 
zu Aktivierung des Zymogens. Das reife Enzym liegt als Heterotetramer vor, wird aus 
jeweils zwei identischen Untereinheiten von 20 kDa und 10 kDa gebildet und besitzt 
zwei aktive Bindungsstellen (Earnshaw et al., 1999). Da die Spaltungsstellen aus Asp-
Xxx-Bindungen bestehen, nimmt man an, dass sich die Caspasen untereinander auto-
katalytisch spalten können (Thornberry et al., 1997). 
Man geht von drei Modellen aus, die zu Caspaseaktivierung führen können. Einmal 
führt die proteolytische Spaltung durch eine Initiatorcaspase, wie Caspase-8 oder -9, 
zu einer kaskadenartigen Aktivierung der drei Effektorcaspasen, Caspase-3, -6 und -7. 
Diese besitzen eine kürzere Pro-Domäne als die Initiatorcaspasen und sind dadurch 
reaktiver als die Caspasen, die die Kaskade auslösen. Proapoptotische Signale wer-
den durch diesen Mechanismus amplifiziert (Thornberry and Lazebnik, 1998). 
Auch eine Erhöhung der lokalen Zymogenkonzentration durch Aggregation an memb-
rangebundene Signalkomplexe kann zum Auslösen der Kaskade führen. Durch Anla-
gerung multipler Procaspase-8 Moleküle an die zytoplasmatische Todesdomäne des 
Fas-Rezeptors (CD95) reicht deren intrinsische Aktivität aus um sich gegenseitig zu 
aktivieren (Muzio et al., 1998; Salvesen and Dixit, 1999). 
Bei der Aktivierung der Initiator-Procaspase-9 ist dagegen ein Holoenzymkomplex aus 
verschiedenen Kofaktoren notwendig, die proteolytische Spaltung von Caspase-9 spielt 
hier eine untergeordnete Rolle (Rodriguez and Lazebnik, 1999; Stennicke et al., 1999). 
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Etwa hundert Substrate wurden in den letzten Jahren identifiziert. Die Spaltung eines 
Zielproteins führt meistens zu dessen Inaktivierung, wie es zum Beispiel bei der Poly-
ADP-Ribose-Polymerase (PARP), bei MDM2, einem Inhibitor von p53 oder bei der 
Proteinkinase C der Fall ist. Auch polymere Proteinkomplexe können gespalten und in 
ihrer Funktion beeinträchtigt werden. Die Spaltung der nukleären Filament-Polymere, 
der Lamine, führt zu Schrumpfung des Zellkerns (Buendia et al., 1999; Rao et al., 
1996), wohingegen die gesamte Zellform verloren geht, wenn zytoskelettale Proteine, 
wie Fodrin oder Gelsolin, von Caspase-3 gespalten werden (Kothakota et al., 1997). 
Caspasen können ihre Substrate jedoch auch aktivieren durch Abspaltung negativer 
regulatorischer Domänen oder durch Inaktivierung einer regulatorischen Untereinheit. 
Beispielsweise liegt die Endonuklease CAD (caspase-activated Dnase) in der lebenden 
Zelle als inaktiver Komplex gebunden an die inhibitorische Untereinheit ICAD vor 
(Enari et al., 1998; Sakahira et al., 1998). Wird ICAD durch Caspase-3 abgespalten, so 
kann CAD, dessen katalytische Untereinheit freigesetzt wurde, die DNA zwischen den 
Nukleosomen schneiden und es werden DNA-Fragmente mit einer Länge von 180 Ba-
senpaaren gebildet (Nagata, 2000; Wyllie, 1980). Auch bei der p21-aktivierten Kinase 2 
(PAK 2) führt die Abspaltung einer negativ regulatorischen Untereinheit von der kataly-
tischen Untereinheit zu erhöhter biologischer Aktivität und zum Abschnüren von 
Membranvesikeln während Apoptose (Rudel and Bokoch, 1997). 
1.2.4. Triggerung von Apoptose durch externe und interne Signalwege 
Sowohl extra- als auch intrazelluläre Signale können zum programmierten Zelltod füh-
ren (Budihardjo et al., 1999). Beide Signalwege münden in der Aktivierung der Effektor-
Caspasen-3, -6 und -7 mit nachfolgender Spaltung von Zielproteinen (Abbildung 1). 
Jedoch arbeiten beide weitgehend unabhängig voneinander und stehen nur über Bid 
(Li et al., 1998), einem proapoptotischen Protein der Bcl-2 Familie, miteinander in Ver-
bindung (Roy and Nicholson, 2000). 
1.2.4.1. Vermittlung externer proapoptotischer Signale über die Tumor-Nekrose-
Faktor-Rezeptorfamilie 
Die Mitglieder der Tumor-Nekrose-Faktor (TNF)-Rezeptorfamilie können sowohl Proli-
feration, Differentierung als auch Apoptose (Nagata, 1997; Wallach et al., 1998) einer 
Zelle vermitteln. Sie werden als membranverankerte Trimere synthetisiert, deren extra-
zelluläre Ligand bindenden Regionen aus einer variablen Anzahl von „cystein-rich-
repeats“ bestehen und deren intrazelluläre Abschnitte eine sogenannte Todesdomäne 
enthalten, die für die Übermittlung extrazellulärer proapoptotischer Signale notwendig 
ist (Schneider et al., 1998; Strasser and O'Connor, 1998). Für die Triggerung von A-
poptose sind vier Mitglieder der TNF-Rezeptorfamilie von besonderer Bedeutung: 
CD95, auch FAS oder Apo-1 genannt (Itoh and Nagata, 1993), der Tumor-Nekrose-
Faktor-Rezeptor 1, das TNF-Rezeptor-related-apoptosis-mediated-protein und TNF-
related apoptosis-inducing-ligand 1 und 2 (Kitson et al., 1996). 
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Bindung von Fas-Ligand und TNF an die Membranrezeptoren der Zielzelle führt zu 
deren Konformationsänderung mit Ausbildung von Todesdomänen (DED, death effec-
tor domain) am zytoplasmatischen Kettenende, so dass diese sozusagen als Plattfor-
men (DISC, death inducing signaling complex) für Caspase-8 Aktivierung dienen. Bei 
diesem „death by design“ genannten Signalweg sind somit proapoptotische Signale 
von Nachbarzellen notwendig um Apoptose auszulösen. Caspase-8 (Varfolomeev et 
al., 1998) und FADD (Zhang et al., 1998) sind für die Signalisierung von Apoptose über 
CD95 und TNF-R1 notwendig, sie werden jedoch für andere Signalwege nicht ge-
braucht (Smith et al., 1996). Caspase-8 Aktivierung kann durch das degenerierte 
Caspasehomologon FLIP (FADD-like ICE-Inhibitorprotein) verhindert werden. Es exis-
tieren 2 Spaltungsformen von FLIP (Irmler et al., 1997). Das längere L-FLIP ähnelt 
Procaspase-8 in seiner Aminosäurensequenz, jedoch fehlen katalytisch aktive Zentren. 
Das kürzere S-FLIP besteht nur aus zwei DED Domänen. Während kompetitiver Bin-
dung an das FADD (Fas-associated death domain protein)-Molekül kann FLIP Caspa-
se-8 von der Todesdomäne des TNF-Rezeptors verdrängen. 
1.2.4.2. Induktion von Apoptose über intrazelluläre Signale 
Bei intrazellulärem Stress, ausgelöst durch DNA-Schädigung, durch Deprivation von 
Wachstumsfaktoren, durch Kortikosteroide und ähnliches, kommt es zur Freisetzung 
von Cytochrom C aus dem Intermembranraum der Mitochondrien (Liu et al., 1996). 
Dieser Elektronencarrier ist nicht nur bei der oxidativen Phosphorylierung von Bedeu-
tung, sondern führt unter ATP-Verbrauch zur Oligomerisation des Adaptorproteins A-
paf-1 (Cain et al., 2000) und damit zur Einbindung von Procaspase-9 in einen Holoen-
zymkomplex, dem „Apoptosom“ (Rodriguez and Lazebnik, 1999), dessen Stoichio-
metrie noch unbekannt ist. Caspase-9 spaltet nun die Effektor-Procaspase-3 proteoly-
tisch (Li et al., 1997). Dieser auch „death by neglect“ genannte Signalweg kann durch 
Proteine der Bcl-2-Familie reguliert werden, wohingegen der externe Signalweg unab-
hängig von diesen Molekülen arbeitet (Huang et al., 1997). Außer Cytochrom C werden 
unter anderem auch das Flavoprotein AIF (Lorenzo et al., 1999), Smac/ DIABLO und 
die Procaspasen -9, -2 und -3 als Antwort auf proapoptotische Signale aus dem Inter-
membranraum der Mitochondrien freigesetzt (Loeffler and Kroemer, 2000). Smac (Du 
et al., 2000) oder DIABLO (Verhagen et al., 2000) bindet an das Caspase-3 antagoni-
sierende IAP und neutralisiert so dessen antiapoptotische Aktivität. IAPs verhindern 
vermutlich eine spontane Caspase-Aktivierung (Budihardjo et al., 1999). 
 19
 
Abbildung 1: Triggerung von Apoptose durch externe und interne Signalwege 
Externe proapoptotische Signale werden über TNF-Rezeptoren und Procaspase-
8-Aktivierung vermittelt. Das degenerierte Caspasehomologon FLIP kann Pro-
caspase-8 kompetitiv von der Bindungsstelle am Adaptormolekül FADD verdrän-
gen. Durch intrazelluläre proapoptotische Signale wird Cytochrom C aus dem In-
termembranraum der Mitochondrien freigesetzt. Dies führt zur Bildung eines A-
poptosoms aus Cytochrom C, Apaf-1 und Procaspase 9. Die Freisetzung von Cy-
tochrom C wird durch Mitglieder der Bcl-2-Familie, wie Bax, Bid und Bcl-2 regu-
liert. Beide Signalwege münden in Aktivierung der Effektorcaspase-3 und nach-
folgender Spaltung von Zielproteinen. IAP-Proteine antagonisieren die Aktivierung 
von Caspase-3 und werden selbst von Smac/Diablo-Protein, das aus den Mito-
chondrien freigesetzt wird, antagonisiert. Unter den meisten Bedingungen arbei-
ten beide Signalwege unabhängig voneinander, sie stehen jedoch über das zyto-
solische Bid miteinander in Verbindung. Spaltung von Bid durch Caspase-8 er-
höht dessen proapoptotische Aktivität, so dass es zu den Mitochondrien wandert 
und die Freisetzung von Cytochrom C fördert (Hengartner, 2000). 
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1.3. Die Bcl-2-Proteinfamilie 
1.3.1. Pro-und antiapoptotische Bcl-2 Familienmitglieder 
Die Bcl-2-(B-cell lymphoma gene)-Familie wurde 1985 nach dem Protoonkogen be-
nannt, das aus einem B-Zell-Lymphom isoliert werden konnte (Tsujimoto et al., 1984). 
Diese Protein-Familie umfasst mehr als ein Dutzend verschiedener Proteine und kann 
in drei Gruppen aufgeteilt werden (Abbildung 2). Die Proteine der ersten Gruppe hem-
men Apoptose, die der zweiten und dritten Gruppe vermitteln proapoptotische Signale 
(Adams and Cory, 1998). 
 
 
Gruppe 1 Bcl-2 239
GrößeProtein
Bcl-xl 233
BH4 BH3 BH1 BH2 TM
anti-
apoptotisch
Gruppe 2 Bax 192
Bak 211
BH3 BH1 BH2 TM
Gruppe 3 Bad 197
Bid 195
Bik 150
Bim 196
BH3 TM
pro-
apoptotisch
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 2: Einteilung der Mitglieder der Bcl-2 Familie in drei Gruppen. Schematische Dar-
stellung nach (Strasser et al., 2000). TM bedeutet hydrophobe Transmembran-
domäne, BH bedeutet Bcl-homologe Domäne. 
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Die Mitglieder der ersten Gruppe, wie zum Beispiel Bcl-2 oder Bcl-xl sind durch vier 
kurze Bcl-2 homologe (BH) Domänen charakterisiert (BH 1 - 4). Das C-terminale hyd-
rophobe Ende des Proteins ist sowohl an der zytosolischen Seite der Mitochondrien-
außenmembran als auch an der Membran des Endoplasmatischen Retikulums und an 
der Kernhülle verankert (Chen-Levy and Cleary, 1990; Chen-Levy et al., 1989; Kroe-
mer, 1997; Nguyen et al., 1994). Die antiapoptotischen Proteine Bcl-2 und Bcl-xl kön-
nen sich in ihrer Funktion substituieren (Chao et al., 1995), andererseits sind apoptoti-
sche Stimuli, die gegen Bcl-2 resistent sind, auch resistent gegenüber seinen Homolo-
ga (Huang et al., 1997). Die Bcl-2 Expression wird über Zytokine reguliert (von Free-
den-Jeffry et al., 1997), die über Rezeptoren mit einer γc-Kette signalisieren. Die Ex-
pression von Bcl-xl wird dagegen durch Mitogene reguliert (Boise et al., 1995). 
Die Proteine der zweiten Gruppe, beispielsweise Bax (Oltvai et al., 1993) oder Bak 
(Chittenden et al., 1995; Farrow et al., 1995; Kiefer et al., 1995), sind ähnlich aufgebaut 
wie die antiapoptotischen Proteine der Gruppe I. Sie besitzen jedoch keine N-terminale 
BH 4-Domäne. Die apoptotische Potenz ist determiniert durch große Regionen des 
Proteins, die zwei α-Helixen beinhalten. Bax liegt als zytosolisches Protein vor und wird 
nur unter proapoptotischer Triggerung zur Mitochondrienmembran umverteilt (Gross et 
al., 1998). 
Die proapoptotische Gruppe III der Bcl-2 Familie, zu der unter anderem Bid (Wang et 
al., 1996), Bik (Boyd et al., 1995), Bad (Yang et al., 1995) und Noxa (Oda et al., 2000) 
zählen, besitzt nur die BH 3-Domäne mit ungefähr 12 - 16 Aminosäuren und hat kaum 
Strukturähnlichkeit mit den Mitgliedern der Gruppen I und II und untereinander. Diese 
Gruppe kann Apoptose am potentesten auslösen (Gross et al., 1999). 
Die Aktivität der verschiedenen proapoptotischen Bcl-2 Proteine wird im Gegensatz zu 
den antiapoptotischen Mitgliedern der Bcl-2 Familie durch spezifische posttranslationa-
le Modifikationen kontrolliert. Bad wird über Phosphorylierung durch Akt/ PKB/ RAC 
oder durch die cAMP-abhängige Proteinkinase A reguliert (Datta et al., 1997; del Peso 
et al., 1997; Harada et al., 1999), Bid wird über proteolytische Spaltung durch Caspa-
se-8 aktiviert (Luo et al., 1998) und Bim wird durch Bindung an den Dyneinkomplex der 
Mikrotubuli im Zytosol sequestriert (Puthalakath et al., 1999). Auch die Aktivität von 
Bcl-2 und Bcl-xl kann in geringerem Maße posttranslational modifiziert werden, bei-
spielsweise durch Phosphorylierung (Ito et al., 1997; Maundrell et al., 1997) oder pro-
teolytische Spaltung durch Caspase-1 und -3 (Clem et al., 1998). Auf diese Weise 
können Phosphatasen, Kinasen, Caspasen und andere Moleküle der Signaltransduk-
tion die zelluläre Lokalisation und Funktion der Bcl-2 Proteine beeinflussen. Da mehre-
re Gene für Proteine mit ähnlicher biochemischer Funktion kodieren, können Bcl-2 Pro-
teine gewebs- und stimulusspezifisch exprimiert werden. Bok wurde zum Beispiel nur 
in reproduktivem Gewebe nachgewiesen, während Bak besonders in der Herz- und 
Skelettmuskulatur sowie in Gehirnzellen exprimiert wird. Die meisten Mitglieder der 
Bcl-2 Familie liegen allerdings ubiquitär vor (Krajewski et al., 1993). 
 22
1.3.2. Die Funktion der Bcl-2 Proteine bei Apoptoseinduktion 
Wie Apoptose durch die einzelnen Bcl-2 Proteine reguliert wird, ist noch unbekannt; 
verschiedene Modelle erklären die Induktion von Apoptose. Vermutlich existiert nicht 
nur ein Mechanismus, sodass ein apoptotisches Signal auf unterschiedlichen Wegen 
amplifiziert oder inhibiert werden kann. 
Sowohl während Apoptose als auch Nekrose kommt es zu einem Verlust des inneren 
Transmembranpotentials (∆ψm) der Mitochondrienmembran und zu einer erhöhten 
Membranpermeabilisation, so dass proapoptotische Faktoren, wie Cytochrom C 
(14,5kDa), Procaspasen -2 und -9 (50kDa) und AIF (57kDa) aus dem Intermembran-
raum in das Zytosol freigesetzt werden (Heiskanen et al., 1999; Lorenzo et al., 1999; 
Susin et al., 1999a). Das Hinzufügen von proapoptotischen Bcl-2 Proteinen fördert die 
Freisetzung aus dem Intermembranraum der Mitochondrien, wohingegen eine Überex-
pression von antiapoptotischen Bcl-2 Proteinen die Freisetzung verhindert (Kluck et al., 
1997; Yang et al., 1997). 
Im Gegensatz zu anderen Protoonkogenen schützt das antiapoptotische Bcl-2 die Zel-
len vor Apoptose, regt jedoch nicht zu Proliferation an (Korsmeyer et al., 1993). Bcl-2 
ist an der Zellmembran, der Kernhülle und an der äußeren Mitochondrienmembran 
lokalisiert (de Jong et al., 1994). Antiapoptotische Bcl-2 Moleküle können synthetische 
Lipiddoppelmembranen inserieren, dann oligomerizieren und Kanäle mit diskreter Leit-
fähigkeit bilden (Antonsson et al., 1997). Beispielsweise hat Bcl-xl strukturelle Ähnlich-
keit mit der porenformenden Untereinheit des Diphterie-Toxins (Muchmore et al., 
1996). Durch Interaktion mit Ionenkanälen der äußeren Mitochondrienmembran, bei-
spielsweise dem „voltage-dependent-anion-channel“ (VDAC), einem Bestandteil der 
„permeability transition pore“ (PTP), kann Bcl-2 das Membranpotential aufrechterhalten 
und so die Cytochrom C-Freisetzung und das Anschwellen der Mitochondrienmatrix 
verhindern (Crompton, 1999; Shimizu et al., 1999; Vander Heiden et al., 1999). Ver-
mutlich reguliert Bcl-2 auch den Ca2+-Transport in die Zelle und kann so die Funktion 
der Ca2+-abhängigen DNA-Endonuklease regulieren (de Jong et al., 1994). 
Bcl-2 kann auch nach Cytochrom C-Freisetzung ins Zytosol dessen proapoptotischen 
Effekt vermindern und das Überleben der Zelle verlängern (Rosse et al., 1998; Zhivo-
tovsky et al., 1998). Die antiapoptotischen Bcl-2 Proteine können mit Apaf-1 interagie-
ren und so die Funktion dieses Adaptorproteins blockieren (Hu et al., 1998; Pan et al., 
1998). Man nimmt an, dass durch Bindung von proapoptotischen Mitgliedern der Bcl-2 
Familie an antiapoptotische Bcl-2 Proteine das Adaptorprotein Apaf-1 freigesetzt wird, 
das Apoptosom gebildet und Procaspase-9 aktiviert werden kann. Denn über ihre Ho-
mologiedomänen (BH1-3) können antiapoptotische Proteine der Gruppe I vor allem mit 
den proapoptotischen Bcl-2 Mitgliedern der Gruppe II über Heterodimerbildung inter-
agieren und sich gegenseitig in ihrer Funktion beeinflussen (Farrow et al., 1995; Oltvai 
et al., 1993; Wang et al., 1996; Yang et al., 1995). Normalerweise liegt Bax gelöst als 
Monomer im Zytosol vor. Zahlreiche apoptotische Stimuli triggern die Zusammenlage-
 23
rung von Bax-Proteinen zu Homodimeren und fördern deren Translokation zu den Mi-
tochondrien (Gross et al., 1999). Diese Translokation von Bax wird durch zytosolische 
Proteine (Nomura et al., 1999) oder pH-Änderung (Khaled et al., 1999) während Apop-
tose unterstützt. Auch die proapoptotischen Proteine Bax, Bak und Bid besitzen Ähn-
lichkeit mit den Ionenkanal-formenden bakteriellen Toxinen und können durch Poren-
bildung oder Interaktion mit Ionenkanälen der Mitochondrienmembran zu vermehrter 
Permeabilisation führen (Jurgensmeier et al., 1997; Marzo et al., 1998). Das BH3-only-
Protein Bid wird erst nach proteolytischer Spaltung durch Caspase-8 zu t-Bid (trunca-
ted-Bid) aktiviert und zu den Mitochondrien transloziert. Dort fördert t-Bid die Konfor-
mationsänderung von Bax und dessen Insertion in die Mitochondrienaussenmembran 
(Desagher et al., 1999; Eskes et al., 2000; Yin et al., 1999). Das im Zytosol gelöste 
Bad wird erst apoptotisch aktiv, wenn es von Calcineurin dephosphoryliert wird. An der 
äußeren Mitochondrienmembran kann es nun die antiapoptotischen Proteine Bcl-2 und 
Bcl-xl antagonisieren und die Membranpermeabilisation triggern (Wang et al., 1999). 
1.3.3. Dysregulation der Bcl-2 Familie bei B-CLL 
Während der 80er Jahre wurde die Schlüsselrolle des antiapoptotischen Bcl-2 Onko-
gens bei malignen B-Zell-Erkrankungen erkannt. Follikuläre Lymphomzellen haben die 
Translokation t(14;18) gemeinsam. Bcl-2 auf Chromosom 18 gerät durch diese Trans-
lokation unter die Kontrolle des Enhancers der schweren Kette von Immunglobulin, so 
dass nun Bcl-2 vermehrt exprimiert wird (Levine et al., 1991). Bei B-CLL findet diese 
Translokation allerdings nur in weniger als 10 % der Fälle statt (Adachi et al., 1990; 
Raghoebier et al., 1991). Doch auch ohne den Nachweis einer t(14;18) Translokation 
können B-CLL-Zellen das Bcl-2 Gen stark exprimieren, wodurch die malignen Lympho-
zyten resistent gegen Kortikosteroid-induzierte Apoptose werden (Korner et al., 1997). 
Hanada und Mitarbeiter wiesen in 70 % der untersuchten B-CLL-Proben im Vergleich 
zu einer Zelllinie mit t(14;18) eine gleiche oder sogar höhere Expressionsrate von Bcl-2 
nach. In 95 % der Fälle exprimierten die B-CLL-Zellen 1,7 bis 25 mal mehr Bcl-2 als 
normale B-Zellen (Hanada et al., 1993). Überexpression von Bcl-2 ist meist verbunden 
mit einer niedrigen Expression von Apo-1/Fas Antigen (Molica et al., 1996). Grund für 
die Überexpression von Bcl-2 bei B-CLL könnte zum Teil eine vollständige De-
methylierung beider Allele des Bcl-2 Gens sein. Denn eine Hypomethylierung führt oft 
zu einer starken Genexpression. Der Bcl-2 Proteinspiegel korreliert jedoch nicht immer 
mit der Allel-Methylierung, daher müssen noch weitere Faktoren eine Rolle spielen 
(Hanada et al., 1993). 
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1.4. Mutation des Tumorsuppressorgens p53 bei B-CLL 
Das p53-Tumorsuppressorgen kodiert für einen Transkriptionsfaktor, der eine große 
Rolle bei der Kontrolle von zellulären Schäden spielt (Shaw et al., 1992; Yonish-
Rouach et al., 1991). p53 wird auch als „Wächter des Genoms“ bezeichnet, da es sei-
ne Aufgabe ist, das Wachstum von potentiell neoplastischen Zellen mit DNA-Schäden 
zu supprimieren. p53-Tetramere binden an DNA-Sequenzen in Promoterregionen oder 
Introns von spezifischen Genen, die das Zellwachstum regulieren. Dazu zählen unter 
anderem p21, ein Inhibitor der Zyklin-abhängigen Kinasen (Brugarolas et al., 1995), 
oder auch GADD 45 (growth arrest and DNA damage), ein Protein, das bei Überex-
pression das Zellwachstum hemmt (Kastan et al., 1992). Außerdem führt p53 in man-
chen Zellen zu erhöhter Bax/Bcl-2-Ratio (Miyashita et al., 1994) und triggert den proa-
poptotischen Fas-Signalweg (Owen-Schaub et al., 1995). Die Halbwertzeit von p53 ist 
mit 20 - 30 Minuten sehr kurz. Erst nach DNA-Stress oder inadäquater proliferativer 
Signale wird p53 stabilisiert und seine DNA-Bindungsaktivität erhöht. Die p53-Aktivität 
wird autoregulativ inhibiert durch Interaktion mit dem Onkogen mdm2. Aktiviertes p53 
induziert die Expression von mdm2, welches nun an die N-terminale Domäne von p53 
bindet und dessen Aktivität hemmt (Momand et al., 1992). Vor allem phosphoryliertes 
p53 ist besonders stabil gegenüber mdm2-induzierter Degradation (Shieh et al., 1997). 
Bei der chronischen lymphatischen Leukämie wird in 10 - 17 % der untersuchten Fälle 
eine Mutation des p53 Gens gefunden. Diese Patienten haben ein signifikant höheres 
Risiko für Krankheitsprogression und eine partielle Remission wird seltener erreicht (el 
Rouby et al., 1993; Ichikawa et al., 1993; Wattel et al., 1994). Vor allem in fortgeschrit-
tenen Stadien (Binet C) sind p53 Mutationen häufig (Fenaux et al., 1992). Bei der The-
rapie mit Purinanaloga ist die p53 Gendeletion der stärkste prognostische Faktor für 
das Überleben der Patienten (Dohner et al., 1995). 
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1.5. Die Effekte von Serum auf Apoptose bei B-CLL-Zellen 
Die Dysregulation von Apoptose bei CLL beruht nicht nur auf intrinsischen, sondern 
auch auf extrinsischen Mechanismen. Man hat festgestellt, dass die B-CLL-Zellen in 
vivo weniger durch vermehrte Proliferation als durch eine erniedrigte Apoptoserate 
akkumulieren (Dormer et al., 1983). In vitro sterben die isolierten malignen Zellen je-
doch schnell programmiert ab. Daher sind wohl neben intrinsischen Faktoren sowohl 
Knochenmarksstromazellen und Endothelzellen als auch verschiedene Zytokine für die 
klonale Vermehrung von B-CLL-Zellen verantwortlich. Beispielsweise spielen Interferon 
(INF)-α, INF-γ, Interleukin (IL)-2, IL-4, IL-8, IL-10 und IL-13 in der Regulation von Apop-
tose eine Rolle. Bomstein und Mitarbeiter haben den Effekt von autologem Serum und 
autologen T-Zellen nach Zugabe zu unfraktionierten B-CLL-Zellen in vitro untersucht 
(Bomstein et al., 2003). Autologes Serum konnte dabei auch in niedriger Konzentration 
(0,2 %) im Vergleich zu Hitze inaktiviertem FCS die spontane Apoptoserate bis zu 35 
% stadienabhängig senken. Normale B-Zellen, die in autologem Serum inkubiert wer-
den, begehen Apoptose zu einer höheren Rate als maligne Zellen. Daher vermutet 
man, dass im Serum von Patienten in fortgeschrittenen Stadien von CLL lösliche antia-
poptotische Faktoren vorliegen müssen. 
1.6. Die Rolle von Interleukin-10 bei B-Lymphozyten 
1.6.1. Biologie des Interleukin-10 
Interleukin-10 (IL-10) ist ein pleiotrophes Zytokin, das erstmals auf Grund seiner hem-
menden Aktivität gegenüber der Zytokin-Sekretion von Th1- und NK-Zellen als „cytoki-
ne-synthesis-inhibiting factor“ (CSIF) beschrieben wurde (Fiorentino et al., 1989). Das 
18 kDa schwere Polypeptid besteht aus 178 Aminosäuren (Vieira et al., 1991), deren 
Sequenz zu 73 % identisch ist mit der Aminosäuresequenz von murinem IL-10. Den 
Interferonen ähnlich, ist das Polypeptid als α-helikale Struktur geformt. Humanes IL-10 
liegt in aktiver Form als nicht kovalent gebundenes Homodimer aus 37 kDa vor, ähnlich 
wie Interferon-γ bestehend aus zwei Polypeptidketten (Walter et al., 1995). Im Gegen-
satz zu murinem IL-10, das am N-Terminus glykosyliert ist, fehlen dem humanen IL-10 
Carbohydrat-Reste. Diese Glykosylierung hat jedoch keinen Einfluss auf die biologi-
sche Aktivität von IL-10 (Vieira et al., 1991). Humanes IL-10 wirkt zugleich auf murine 
und humane Zellen, während murines IL-10 nur an murine IL-10 Rezeptoren binden 
kann (Liu et al., 1994). 
Fünf Exone kodieren für das entsprechende Gen auf Chromosom 1 (Kim et al., 1992). 
IL-10 wird meist als Antwort auf einen Stimulus in einer Vielzahl von Zelltypen expri-
miert. Die mRNA besteht aus ungefähr 2 kb (Vieira et al., 1991). Die Expression wird je 
nach Zelltyp durch unterschiedliche Mechanismen reguliert. Die IL-10 Transkription 
wird im Gegensatz zu den meisten anderen Zytokinen von den Transkriptionsfaktoren 
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Sp1 und Sp3 reguliert (Tone et al., 2000), jedoch können auch posttranskriptionelle 
Mechanismen zu RNA-Degradation und zu schneller Kontrolle der IL-10 Expression 
führen (Powell et al., 2000). 
Der IL-10 Rezeptor besteht aus zwei Untereinheiten, die zu der Interferon-
Rezeptorfamilie gehören. Die Ligand-bindende Untereinheit IL-10-R1 oder -Rα bindet 
an IL-10 mit hoher Affinität (Liu et al., 1994). Strukturanalysen zeigen eine Analogie zur 
Klasse II der Zytokinrezeptorfamilie (CRF2), zu der auch die Rezeptoren von Interfe-
ron-α, -β und -γ gehören. Die meisten hämatopoetischen Zellen exprimieren nur weni-
ge hundert IL10-R1-Rezeptoren auf der Zelloberfläche. Die zweite Untereinheit IL-10-
R2 oder -Rβ besitzt kaum Affinität zu IL-10, ihre Hauptfunktion ist wohl, die Jak-Kinase 
(Tyk2) in den Signaltransduktionskomplex einzugliedern (Kotenko et al., 1997; Spencer 
et al., 1998). IL-10 führt zur Tyrosinphosphorylierung und Aktivierung der Transkripti-
onsfaktoren STAT1 (signal transducer and activator of transcription), STAT3 und 
STAT5 durch die Tyrosinkinasen Jak1 und Tyk2 (Finbloom and Winestock, 1995; Riley 
et al., 1999; Wehinger et al., 1996). STAT3 bindet an zwei Tyrosinreste der zytoplas-
matischen IL-10-R1-Domäne, die durch IL-10 phosphoryliert werden. STAT1 und 
STAT5 interagieren dagegen nicht direkt mit dem IL-10/IL-10-Rezeptor-Komplex 
(Weber-Nordt et al., 1996). 
1.6.2. Die Wirkung von IL-10 auf normale und maligne B-Zellen 
IL-10 induziert bei normalen B-Lymphozyten Wachstum und Differenzierung zu Im-
munglobulin sezernierenden Plasmazellen (Fluckiger et al., 1994) und verhindert in 
Keimzentrums-B-Zellen deren Apoptose (Levy and Brouet, 1994). Die Wirkung von IL-
10 auf das Überleben von normalen B-Zellen ist abhängig von deren Aktivierungsgrad: 
Während der beginnenden Aktivierung des Antigenrezeptors führt IL-10 zu Apoptose, 
in einem späteren Stadium dagegen zu Differenzierung (Itoh and Hirohata, 1995). Mit 
IL-2 liegt ein Synergismus für Proliferation und Zelldifferenzierung sowohl bei leukämi-
schen als auch normalen B-Zellen vor (Fluckiger et al., 1993). In nicht aktivierten B-
CLL-Zellen führt IL-10 hingegen dosisabhängig zu Apoptose (Fluckiger et al., 1994). 
Dieser proapoptotische Effekt wird von Zytokinen, die von T-Zellen sezerniert werden, 
wie beispielsweise IL-2, IL-4 und IFN-γ, als auch von anti-CD-40-Antikörpern antagoni-
siert. Bei Vorstimulation der B-CLL-Zellen mit anti-CD-40-Antikörpern führt IL-10 zu 
vermehrter DNA-Synthese und IgM-Produktion (Fluckiger et al., 1993). 
Experimente mit frischen B-CLL-Proben konnten zeigen, dass IL-10 zum Überleben 
von malignen B-Lymphozyten führt. Im Gegensatz zu eingefrorenen Patientenproben, 
deren Zellen reduzierte IL-10-Bindungsspezifitäten besitzen, wurde kein proapoptoti-
scher Effekt von IL-10 nachgewiesen. Diese Hypothese wird durch die Beobachtung 
unterstützt, dass IL-10 einen ähnlichen Signaltransduktionsmechanismus mit Interfero-
nen teilt, deren antiapoptotische Wirkung bekannt ist. Genauso wie auch bei Stimulati-
on mit IFN-α und IFN-γ führt die Aktivierung des IL-10-Rezeptors der B-CLL-Zellen zu 
Phosphorylierung von STAT1 und STAT3 (Jurlander et al., 1997). Durch Tyro-
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sinphosphorylierung dimerisieren die STAT-Proteine und wandern zum Zellkern, wo sie 
an spezifische DNA-Sequenzen der Promoterregionen ihrer Zielproteine binden. Frank 
und Mitarbeiter konnten bei allen getesteten B-CLL-Proben im Gegensatz zu normalen 
B-Zellen eine Phosphorylierung des Serinrestes 727 von STAT1 und STAT3 nachwei-
sen (Frank et al., 1997). Es wird angenommen, dass eine Serinphosphorylierung nicht 
zur STAT-Aktivierung ausreicht, sondern die durch Tyrosinphosphorylierung der STAT-
Proteine induzierte Gentranskription verstärken kann. Inhibition der STAT-Serinkinasen 
könnte daher das Überleben von B-CLL-Zellen vermindern. 
1.7. Regulation von Apoptose durch cAMP 
1.7.1. Der β2-adrenerge Signalweg 
Wenn Katecholamine und andere β2-adrenerge Hormone an den membranständigen 
β2-Rezeptor auf der Oberfläche einer Zelle binden, führt dies zu einer zellulären Ant-
wort durch den sekundären Botenstoff zyklisches Adenosin-3´,5´-Monophosphat 
(cAMP). Dieser „second messenger“ wurde 1957 von dem amerikanischen Biochemi-
ker E.W.Sutherland entdeckt (Sutherland, 1970). Um ein extrazelluläres Signal vermit-
teln zu können ist der β2-Rezeptor an ein stimulierendes Guanin-bindendes Protein, 
das G-Protein, gekoppelt, das aus drei Untereinheiten (α, β und γ) besteht. Die α-
Untereinheit liegt als inaktive Form gebunden an GDP vor und Hormonbindung an den 
Rezeptor führt zu deren Aktivierung durch Phosphorylierung des GDP zu GTP. So 
kann die α-Untereinheit aus dem G-Protein-Komplex dissoziieren und an die Adenylat-
zyklase binden. Die aktivierte Adenylatzyklase katalysiert die Pyrophosphatabspaltung 
von Adenosintriphosphat (ATP) und führt so zur Ringbildung zwischen dem dritten C-
Atom der Ribose und dem Phosphatrest und damit zur Entstehung von zyklischem 
Adenosin-3´,5´-Monophosphat (cAMP). Die Hydrolyse von GTP durch das Enzym 
GTPase der G-α-Untereinheit hebt die Aktivierung der Adenylatzyklase auf (Brodde et 
al., 1981; Gilman, 1984; Tang and Gilman, 1992). Es wurden neun verschiedene Ade-
nylatzyklase-Gene geklont, deren Expression in den verschiedenen Geweben variiert 
(Smit and Iyengar, 1998). Walsh und Mitarbeiter beschreiben, dass cAMP zur Aktivie-
rung von cAMP-abhängigen Proteinkinasen führt (Taylor et al., 1990; Walsh et al., 
1968). Diese phosphorylieren unter ATP-Verbrauch die OH-Gruppen von Serin-, Thre-
onin- und Tyrosin-Seitenketten von Zielproteinen der Zelle. Inaktive Proteinkinasen 
liegen als Dimere vor, bestehend aus einer katalytischen Untereinheit und einer cAMP-
bindenden Untereinheit. Erst die Bindung an cAMP führt zur Abspaltung der katalytisch 
wirksamen Einheit und zur Aktivierung von Zielproteinen (Kemp et al., 1977). Zykli-
sches AMP seinerseits wird durch zyklische Nukleotid-Phosphodiesterasen (PDE) zu 
Adenosinmonophosphat (AMP) hydrolysiert und abgebaut. 
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1.7.2. Die Effekte von cAMP bei B-Lymphozyten und B-CLL-Zellen 
Daniel und Kollegen konnten 1973 erstmals demonstrieren, dass die Inkubation muri-
ner Lymphomzellen der Zelllinie S49.1 mit der Kombination aus dem zellpermeablen 
cAMP-Analogon dibutyryl-cAMP (dbcAMP) und dem Methylxanthin Theophyllin inner-
halb von 48 Stunden zu Zytolyse führt (Daniel et al., 1973). Diese Zytolyse wird ausge-
löst durch Phosphorylierung unbekannter Zielproteine durch die Proteinkinase A 
(Coffino et al., 1975). McConkey et al. konnten zeigen, dass diese dbcAMP induzierte 
Zytolyse von Ratten-Thymozyten von DNA-Fragmentierung begleitet ist, die charakte-
ristisch für Apoptose ist (McConkey et al., 1990). Ob cAMP in einer Zelle eine pro- oder 
eine antiapoptotische Wirkung entfaltet, ist abhängig von dem Gewebetyp (Franklin 
and McCubrey, 2000; Yan et al., 2000). In myeloischen Vorläuferzellen, B-
Vorläuferzellen, leukämischen Zellen, Granulosazellen und Herzmyozyten u.a. führt 
cAMP-Erhöhung zu Induktion von Apoptose. Die Empfindlichkeit von lymphoiden Zel-
len gegenüber cAMP-induzierter Apoptose variiert beträchtlich je nach Zelllinie und 
Reifestadium. Periphere B-Lymphozyten begehen in Kultur schneller Apoptose als pe-
riphere T-Lymphozyten. Gerade Keimzentrums-B-Zellen, die in vivo häufig apoptotisch 
werden, zeigen höhere basale cAMP-Spiegel als andere B-Zellpopulationen (Knox et 
al., 1993; Lomo et al., 1995). Eine Erhöhung des intrazellulären cAMP führt in reifen B-
Zellen zu einer Hemmung von Zellproliferation, Zellmotilität und Antikörper-Sekretion 
(Coffey and Hadden, 1985; Monahan et al., 1975; Seuwen and Pouyssegur, 1992) und 
verstärkt die Differentierung von unreifen und malignen Lymphozyten (Olsson and 
Breitman, 1982). Zyklisches AMP gilt als Gegenspieler des Tumor-Nekrose-Faktors-α 
(TNF-α), einem der wichtigsten Wachstumsfaktoren der CLL-Zellen (van Kooten et al., 
1993). Bei der chronischen lymphatischen Leukämie jedoch ist der cAMP-Spiegel in 
Plasma, Urin und innerhalb der Zellen vermindert (Peracchi et al., 1983). Die β2-
Adrenorezeptordichte auf der Zelloberfläche ist reduziert und die Sensibilität der B-
CLL-Zellen gegenüber Katecholaminen ungenügend (Paietta and Schwarzmeier, 1983; 
Sheppard et al., 1977). Hallek und Mitarbeiter wiesen einen verminderten cAMP-
Spiegel in mononukleären Zellen von Patienten mit niedrigmalignem Non-Hodgkin-
Lymphom nach. Diese Störung beruht auf einer Dysfunktion des β2-Adrenorezeptor-
Adenylatzyklase-Komplexes (Hallek et al., 1991). Die gleiche Arbeitsgruppe konnte 
später eine Korrelation zwischen defektem β2-adrenergem Signaltransduktionsweg und 
Krankheitsprogression aufzeigen (Kamp et al., 1997). 
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1.7.3. Neue Therapiestrategien im Hinblick auf einen defekten cAMP-Signalweg 
Der intrazelluläre cAMP-Spiegel wird durch ein Gleichgewicht von Adenylatzyklase- 
und PDE-Aktivität bestimmt (McKnight, 1991). Lerner und Mitarbeiter diskutieren daher 
mehrere regulierende Eingriffsmöglichkeiten um die Dysfunktion des β2-adrenergen 
Signaltransduktionsweges bei CLL aufzuheben (Lerner et al., 2000). 
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Abbildung 3: Verschiedene Eingriffsmöglichkeiten in den cAMP-Signaltransduktionsweg vom 
membranständigen Rezeptor bis zur Deoxyribonukleinsäure (DNA) im Zellkern 
(Lerner et al., 2000). Therapeutische Anhebung des cAMP-Spiegels in malignen 
B-CLL-Zellen durch: 1) Hemmung von Phosphodiesterasen, beispielsweise durch 
den selektiven PDE 4-Inhibitor Rolipram. 2) Aktivierung von Zielproteinen, wie 
z.B. der Proteinkinase A (PKA), die durch cAMP reguliert werden. 3) Stimulation 
der cAMP-Produktion durch β2-Adrenorezeptoragonisten, wie Adrenalin bzw. 
Terbutalin, oder durch Adenylatzyklaseaktivatoren, beispielsweise durch das 
Prostazyklinanalogon Iloprost. ATP steht für Adenosin-Triphosphat, 5´AMP für 
5´Adenosin-Monophosphat und 3´,5´cAMP für zyklisches Adenosin-3´,5´-
Monophosphat. 
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Erstens könnte der cAMP-Spiegel in malignen B-Zellen durch Hemmung der Phospho-
diesterasen (PDE) angehoben werden (Beavo, 1995); in Abbildung 3 mit „1“ gekenn-
zeichnet. Es existieren mindestens sieben verschiedene Isoenzyme von PDE in Säu-
getierzellen. In B-CLL-Zellen werden vor allem die Isoenzyme PDE 1B1, PDE 3B, PDE 
4A, PDE 4B, PDE 4D und PDE 7A1 exprimiert (Kim and Lerner, 1998; Lee et al., 
2002). Daher kann der spezifische PDE 4-Inhibitor Rolipram im Vergleich zu Theophyl-
lin, einem unspezifischen PDE-Inhibitor (Mentz et al., 1999), besonders selektiv und 
effektiv in den cAMP-Signalweg von CLL-Zellen eingreifen und so eine höhere Apopto-
serate induzieren (Kim and Lerner, 1998; Siegmund et al., 2001). Auch PDE 5- und 6-
Inhibitoren können Apoptose von B-CLL-Zellen potent induzieren (Sarfati et al., 2003). 
Zweitens wäre denkbar in den Signalweg einzugreifen, indem man die cAMP-
regulierten Zielproteine der Zellen aktiviert (in Abbildung 3 mit „2“ gekennzeichnet). 
Darunter zählen unter anderem Ionenkanäle, die Proteinkinase A (PKA), die von vielen 
cAMP-vermittelten Signalen aktiviert wird (Taylor et al., 1990) sowie der GDP-
exchange-factor der GTPase Rapl (de Rooij et al., 1998). Versuche mit Antisense-
Oligonucleotiden gegen PKA Typ I, der regulatorischen RI-Untereinheit, die vor allem 
in neoplastischen Zellen angereichert ist, zeigten eine Hemmung der Proliferation von 
verschiedenen Tumorzelllinien (Ciardiello et al., 1998; Nesterova and Cho-Chung, 
1995). 
Drittens (in Abbildung 3 mit „3“ gekennzeichnet) wäre es möglich die cAMP-Produktion 
innerhalb einer B-CLL-Zelle durch Stimulation der Adenylatzyklase anzuheben um auf 
diese Weise einen apoptotischen Zelltod zu vermitteln (McKnight, 1991; Tang and Gil-
man, 1992). Durch die Prostazyklinanaloga Cicaprost und Iloprost konnte über cAMP-
Erhöhung die Hemmung der TNF-α-Synthese erreicht werden (Eisenhut et al., 1993). 
Doch gerade die Kombination aus Adenylatzyklaseaktivatoren bzw. β2-Adrenorezeptor-
Agonisten mit PDE-Inhibitoren könnte besonders effektiv Apoptose bei B-CLL-Zellen 
induzieren. Houslay und Milligan vertreten die Ansicht, dass eine Monotherapie mit 
PDE-Inhibitoren nur dann effektiv sein kann, wenn ein genügend hoher basaler cAMP-
Spiegel durch eine intakte Adenylatzyklasefunktion bereitgestellt wird (Houslay and 
Milligan, 1997). Tatsächlich führt die Kombination von Cicaprost mit Rolipram zu einer 
noch stärkeren Suppression der TNF-Synthese (Greten et al., 1996; Siegmund et al., 
1997). 
1.8. cAMP-erhöhende Substanzen 
In dieser Arbeit wurde die Wirkung von Iloprost und β2-Adrenorezeptor-Agonisten be-
züglich Induktion von Apoptose bei B-CLL-Zellen untersucht. Dabei wurde auch ein 
möglicher Wirkungssynergismus durch die Kombination der einzelnen Substanzen mit 
dem PDE-Inhibitor Typ 4 Rolipram überprüft. 
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1.8.1. Iloprost 
Die verwendete Substanz Ilomedin® enthält den Wirkstoff Iloprost-Trometamol und 
wird als durchblutungsförderndes Mittel bei der peripheren arteriellen Verschlusskrank-
heit, bei Raynaud-Symptomatik, bei pulmonaler Hypertonie und bei der fortgeschritte-
nen Thromboangiitis obliterans eingesetzt. Iloprost ist ein Prostaglandin I2-Analogon 
und gehört zu der Gruppe der Eicosanoide. Dazu gehören auch die physiologisch vor-
kommenden Prostaglandine, Thromboxane, Leukotriene und Lipoxine. Diese Substan-
zen werden von Endothelzellen der Blutgefäße, Thrombozyten und Leukozyten sezer-
niert und regulieren den Gefäßtonus, die Thrombozytenaggregation und Leukozyten-
funktion (Moncada and Vane, 1978). Die Biosynthese der Eicosanoide geht von den 
C20-Fettsäuren Dihomo-γ-Linolensäure (20:3, n-6), Arachnidonsäure (20:4, n-6) und 
Eicosaptaensäure (20:5, n-3) aus. Es existieren acht verschiedene Prostanoid-
Rezeptoren, die über einen G-Protein-gekoppelten-Signaltransduktionsmechanismus 
verschiedene Funktionen erfüllen. Prostaglandin I2 (Prostazyklin) hemmt über den IP-
Rezeptor die Thrombozytenaggregation (Moncada, 1982) und wirkt über intrazelluläre 
cAMP-Erhöhung stark gefäßerweiternd (Breyer et al., 2001). Seine biologische Halb-
wertszeit ist mit 1 bis 2 Minuten sehr kurz, daher wurden stabilere synthetische PGI2-
Analoga entwickelt. Iloprost ist gegen einen schnellen Abbau durch eine zusätzliche 
Methylgruppe in Position 16 und 3fach-Bindung in seiner unteren Seitenkette ge-
schützt. 
Iloprost entfaltet eine ähnliche Wirkung wie Prostazyklin, der genaue Wirkmechanis-
mus ist jedoch unbekannt. Über Stimulation der Adenylatzyklase führt Iloprost zu ei-
nem intrazellulärem Anstieg von cAMP (Hayes et al., 1999). Bei maximaler Dosierung 
sind nach i.v.-Gabe Plasmaspiegel von etwa 135 ± 24 pg/ml zu erwarten. Iloprost wird 
über β-Oxidation der Carboxylseitenketten metabolisiert. 
1.8.2. Adrenalin 
Der Wirkstoff Epinephrinhydrochlorid (Suprarenin®) wird als Antihypotonikum zur The-
rapie verschiedener Schockformen sowie als vasokonstringierender Zusatz zu Lokal-
anästhetika-Lösungen eingesetzt. 
Epinephrin bezeichnet als INN (International Non-proprietary Name) das biologisch 
aktive, linksdrehende oder R-(-)-Adrenalin. Es ist das physiologische Hormon aus den 
chromaffinen Zellen des Nebennierenmarks. Reines Epinephrin ist der Wirkstoff von 
Suprarenin. Bei der Synthese entsteht auch das unphysiologische und hormonell prak-
tisch inaktive rechtsdrehende oder S-(+)-Adrenalin in gleicher Menge. Daher ist das 
synthetische Adrenalin optisch inaktiv und biologisch nur zur Hälfte wirksam. Seine 
volle Aktivität wird durch Abtrennung der unphysiologischen rechtsdrehenden Fraktion 
erreicht. 
Adrenalin wird von den chromaffinen Zellen des Nebennierenmarks aus Noradrenalin 
synthetisiert, in Vesikeln gespeichert und bei Erregung der cholinergen präganglionär-
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sympathischen Neuronen freigesetzt. Als Applikationsform ist die intravenöse, subku-
tane, lokale und die inhalative Gabe möglich. Adrenalin stimuliert α- und β-Rezeptoren 
verschiedener Gewebe, daher entfaltet es eine komplexe Wirkung auf die Zielorgane 
und das Immunsystem. Die physiologische Funktion von Epinephrin ist die β-Rezeptor-
vermittelte Regulation der Herzfrequenz und der myokardialen Kontraktilität, des Tonus 
der glatten Muskulatur, der Drüsensekretion und der Stoffwechselaktivitäten unter Be-
lastung. Die Serumhalbwertszeit von Epinephrin beträgt drei Minuten. Über Methylie-
rung der phenolischen 3-Hydroxygruppe und oxidative Abspaltung der Aminogruppe zu 
Vanillinmandelsäure wird Epinephrin metabolisiert und im Urin ausgeschieden. 
1.8.3. Terbutalin 
Das 3,5-Dihydroxyphenyl-Derivat Terbutalin wird als kurzwirksames orales Broncholy-
tikum bei obstruktiven Atemwegserkrankungen eingesetzt. Es handelt sich um ein di-
rekt wirkendes β-Sympathomimetikum mit vorwiegender β2-Selektivität. Eine Stimulati-
on der β1-Rezeptoren kommt erst bei höherer Dosierung zum Ausdruck. Die pharma-
kologischen Wirkungen von Terbutalin werden über Aktivierung der Adenylatzyklase 
durch den β2-Rezeptor vermittelt, wodurch es zu einer Erhöhung der intrazellulären 
Konzentration von zyklischem 3´,5´-Adenosinmonophosphat (cAMP) kommt. Es wer-
den Steady-State-Konzentrationen von bis zu 40 ng/ml im Plasma erreicht. 
1.9. Antidepressiva 
Neben Störungen des monoaminergen Transmissionsmechanismus wird bei Major 
Depression vor allem auch eine Überfunktion der Hypothalamus-Hypophysen-
Nebennierenrinden-Achse beobachtet. Dies führt zu Nebennierenhypertrophie und zu 
einer Erhöhung des Kortisolspiegels in Plasma, Liquor und Urin der Patienten 
(Gibbons, 1964). Die Aktivierung des proinflammatorischen Immunsystems zeigt sich 
in einer Erhöhung der peripheren Leukozytenzahl, der CD4/CD8-Ratio und der Plas-
makonzentration von Akutephase-Proteinen, wie Haptoglobin, CRP und α1-Antitrypsin 
(Szuster-Ciesielska et al., 2003). 
Antidepressiva fördern einerseits die Genexpression des Glukokortikoid- und Mineral-
kortikoidrezeptors im Gehirn und führen so zu einer Normalisierung des defekten nega-
tiven Feedback-Mechanismus (Brady et al., 1991; Seckl and Fink, 1992). Andererseits 
können Antidepressiva die durch Stress und Glukokortikoide induzierten Effekte mil-
dern. Sie vermindern die Sekretion von proinflammatorischen Zytokinen, wie z.B. Inter-
feron-γ, und erhöhen die Konzentration des antiinflammatorischen Interleukin-10 
(Kubera et al., 2001; Maes et al., 1999; Szuster-Ciesielska et al., 2003; Xia et al., 
1996b). Major Depression ist begleitet von einer Aktivierung des proinflammatorischen 
Immunsystems und Antidepressiva scheinen eine immunregulative Wirkung auf die 
Leukozytenfunktion auszuüben. Antidepressiva haben wohl auch eine apoptoseregulie-
rende Wirkung auf normale Lymphozyten. Xia und Mitarbeiter konnten eine Erhöhung 
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der Apoptoserate von peripheren Lymphozyten durch die trizyklischen Antidepressiva 
Imipramin und Clomipramin nachweisen (Xia et al., 1998). Durch Inkubation der huma-
nen peripheren Lymphozyten mit trizyklischen Antidepressiva wurde die intrazelluläre 
Bcl-2-Expression bis zu 27 % erniedrigt (Xia et al., 1996a). In der vorliegenden Arbeit 
wurde nun untersucht, ob trizyklische Antidepressiva auch in B-CLL-Zellen Apoptose 
induzieren. 
1.9.1. Die trizyklischen Antidepressiva Clomipramin und Imipramin 
Clomipramin ist eine psychotrope Substanz aus der Klasse der trizyklischen Antide-
pressiva. Während einer akuten Therapie inhibiert Clomipramin vor allem die neurona-
le Aufnahme von Serotonin. Die Hemmwirkung auf die neuronale Aufnahme von Nor-
adrenalin und der Antagonismus an muskarinergen Cholinozeptoren (M1 und M2), an 
Histaminrezeptoren (H1 stärker als H2), an α-adrenergen Rezeptoren (α1 stärker als 
α2) und an Serotoninrezeptoren (5-HT2 stärker als 5-HT1) ist weniger stark ausge-
prägt. 
Auch Imipramin ist eine psychotrope Substanz aus der Klasse der trizyklischen Antide-
pressiva. Akut gegeben zeigt Imipramin eine starke Hemmung der neuronalen Auf-
nahme von Noradrenalin, überwiegend bedingt durch seinen Hauptmetabolit Desipra-
min. Im Gegensatz zu Clomipramin fehlt im Molekül das Chlorid, dadurch hat Imipra-
min eine größere Polarität und ist eine hydrophilere Substanz als Clomipramin. 
1.9.2. Das tetrazyklische Antidepressivum Maprotilin  
Maprotilin ist eine tetrazyklische Verbindung, deren Struktur mit den trizyklischen Anti-
depressiva eng verwandt ist. 
Maprotilin hemmt die Wiederaufnahme von Noradrenalin in die präsynaptischen Spei-
cher und erhöht so die Konzentration des Neurotransmitters im synaptischen Spalt. Es 
hat keinen Einfluss auf die Wiederaufnahme von Dopamin und Serotonin. Anders als 
die trizyklischen Antidepressiva besitzt Maprotilin stark sedierende Eigenschaften, die 
auf einer Blockade von Histamin H1-Rezeptoren und von α1-Rezeptoren beruhen. 
Maprotilin wirkt geringer anticholinerg als die trizyklischen Antidepressiva. 
1.9.3. Die atypischen Antidepressiva Fluoxetin und Trazodon 
Studien beim Menschen haben gezeigt, dass Fluoxetin in klinisch relevanter Dosierung 
die Aufnahme von Serotonin in Thrombozyten hemmt. Auch bei Tierversuchen hemmt 
Fluoxetin die Aufnahme von Serotonin stärker als von Noradrenalin. Daher beruht die 
antidepressive Wirkung von Fluoxetin wohl auf einer Hemmung der Serotoninwieder-
aufnahme in die präsynaptischen Nervenenden. In vitro ließ sich im Vergleich zu den 
trizyklischen Antidepressiva eine wesentlich geringere Affinität von Fluoxetin an hista-
minerge, muskarinerge und α1-Rezeptoren erkennen, wodurch die durch diese Rezep-
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toren vermittelten anticholinergen, sedativen und kardiovaskulären Nebenwirkungen 
weniger stark ausgeprägt sind. 
Serafeim und Mitarbeiter wiesen für Fluoxetin und weitere selektive Serotonin-
Wiederaufnahme-Hemmstoffe (SSRIs) eine apoptoseinduzierende Wirkung auf Burkitt-
Lymphomzellen nach (Serafeim et al., 2003). 
Die Wirkung des nichttrizyklischen Antidepressivums Trazodon beruht auf einem dual-
serotonergem Prinzip. Es hemmt präsynaptisch die Serotoninwiederaufnahme und 
blockiert postsynaptisch die 5HT2A-Rezeptoren. Die sedierende Wirkkomponente be-
ruht vor allem auf der stark ausgeprägten antagonistischen Bindung an zentrale α1-
Rezeptoren und einer schwachen antagonistischen Affinität zu H1-Rezeptoren. Trazo-
don besitzt keine signifikante Affinität zu β-adrenergen, histaminergen H2-, dopaminer-
gen und cholinergen Rezeptoren. 
1.9.4. Lithium 
Lithium wurde bisher eingesetzt zur Prophylaxe von Depressions- und Maniezustän-
den. Es wird ein therapeutischer Serumspiegel von bis zu 1,0 mmol/l angestrebt, doch 
können schon bei 1,2 mmol/l toxische Symptome auftreten. Der genaue Wirkmecha-
nismus von Lithium, einem monovalenten Kation, ist noch unbekannt. Möglicherweise 
hat die Behandlung Einfluss auf den Noradrenalin- bzw. Serotoninstoffwechsel. Auf 
Grund seiner chemischen Ähnlichkeit mit Natrium und Kalium könnte Lithium auch an 
der Nervenzellmembran regulierend wirken. 
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1.10. Ziele der Arbeit 
Folgende Fragestellungen sollen in der vorliegenden Arbeit geklärt werden: 
1. Lässt sich über Erhöhung des intrazellulären cAMP-Spiegels durch das Prosta-
zyklinanalogon Iloprost, bzw. durch die β2-Sympathomimetika Suprarenin und 
Terbutalin, Apoptose bei B-CLL-Zellen dosisabhängig induzieren? 
2. Besteht ein Synergismus bei der Kombination von cAMP-erhöhenden Substan-
zen? Welchen Effekt hat die gleichzeitige Inkubation von Iloprost bzw. β2-
Sympathomimetika mit dem PDE4-Inhibitor Rolipram? 
3. Kann eine durch Antidepressiva dosisabhängig induzierte Apoptose bei B-CLL-
Zellen nachgewiesen werden? 
4. Zeigt die Kombination von Clomipramin mit Rolipram oder Fludarabin einen sy-
nergistischen Effekt? 
5. Ist die Induktion von Apoptose durch oben genannte Substanzen abhängig von 
Caspasen? 
6. Lässt sich das Verhältnis der proapoptotischen zu den antiapoptotischen Mit-
gliedern der Bcl-2-Familie zu Gunsten von Apoptose durch die verschiedenen 
Substanzen verschieben? Lässt sich die p53-Expression erhöhen? 
7. Welche Rolle spielt Interleukin-10 bei der Induktion von Apoptose? 
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2. Patientencharakteristika, Material und Methoden 
2.1. Patienten 
Die Blutproben von 51 B-CLL-Patienten (7 Frauen und 44 Männer) mit einem mittleren 
Alter von 66 Jahren (zwischen 47 und 90 Jahre) wurden untersucht (Tabelle 4). Die 
Diagnose der B-CLL wurde mit Hilfe klinischer und labortechnischer Standardkriterien 
gestellt. 46 Patienten erhielten innerhalb der letzten 6 Monate keine Chemotherapie, 
drei Patienten erhielten Chlorambucil (Leukeran®), ein Patient Rituximab (Mabthera®) 
und ein Patient Bendamustin. Die mittlere Leukozytenzahl liegt bei 67 x 109/l (zwischen 
5 und 328 x 109/l), für das β2-Mikroglobulin wurde ein Mittelwert von 4 mg/l (zwischen 2 
und 24 mg/l) errechnet und für die Thymidinkinase ein Mittelwert von 17 U/l (zwischen 
2 und 144 U/l). 
Nach Einverständniserklärung wurde den Patienten 20 ml Blut aus der Armvene ent-
nommen. Dem Blut wurden 50 internationale Einheiten (I.E.) Na-Heparin pro Milliliter 
zugesetzt. Die Blutentnahme war durch die Ethikkommission genehmigt. 
Die Stadieneinteilung der Patienten erfolgte nach der Binet Klassifikation (Binet et al., 
1981). Bei 31 Patienten wurde das Stadium Binet A diagnostiziert, während sieben 
Patienten dem Stadium Binet B und 13 Patienten dem Stadium Binet C zugeteilt wer-
den konnten. 
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Tabelle 4: Merkmale der untersuchten B-CLL-Patienten. 
Pat.- 
Nr. 
Alter/ 
Geschlecht 
Leukozyten 
(109/l) 
β2M 
(mg/l) 
Tk 
(U/l) 
Stadium 
(Binet) 
Therapie 
1 71/M 114,3 4,4 45,9 C Chlorambucil 
2 63/M 60,3 3,3 10,2 A Keine 
3 59/M 12,8 1,9 2,4 A Keine 
4 58/M 43 2,2 5,8 A Keine 
5 81/W 33 2,9 3,4 A Keine 
6 61/M 101,3 5,4 3,8 A Keine 
7 71/M 114,3 4,4 110 C Chlorambucil 
8 75/W 19,9 15 2 A Keine 
9 64/M 88 3,2 6,2 A Keine 
10 60/M 46 6,3 4,7 C Keine 
11 81/M 50,7 2,8 24,2 A Keine 
12 74/M 38,4 4,1 20,5 B Keine 
13 61/M 75,7 3,1 3,2 A Keine 
14 73/W 42 2,4 5,4 A Keine 
15 60/M 20,7 1,6 6,7 A Keine 
16 58/M 9,4 1,6 7,5 A Keine 
17 64/M 48,2 4,1 15,9 C Keine 
18 55/W 28,5 2,7 4,1 A Keine 
19 71/M 33,2 12,5 22,8 C Keine 
20 90/M 62,2 4,7 6,5 A Bendamustin 
21 52/W 4,8 24,1 3,3 B Rituximab 
22 47/M 39 1,8 11,7 A Keine 
23 64/M 93 2,9 11 A Keine 
24 73/M 41,7 5,6 5,8 C Keine 
25 60/M 81 5,1 10,7 C Keine 
26 76/M 10,8 3,1 6,8 B Keine 
27 78/M 72,5 3,6 27,6 B Chlorambucil 
28 69/M 43 2,4 3 A Keine 
29 51/M 52,5 1,8 9,2 A Keine 
30 76/W 104 3 34,9 A Keine 
31 62/M 33,9 2,2 11,6 A Keine 
32 61/M 76,4 2,4 4 A Keine 
33 64/M 98 5,2 4,3 A Keine 
34 64/M 97 3,3 10,2 A Keine 
35 63/M 41,1 2,8 6,5 A Keine 
36 51/M 56 1,7 9,2 A Keine 
37 78/M 93,9 3 25 B Keine 
38 57/M 62,4 3,1 3,1 C Keine 
39 51/M 62,4 1,8 12,8 A Keine 
40 62/M 7,5 2,2 4,9 C Keine 
41 62/M 45,3 1,8 8,9 A Keine 
42 78/M 193 3 25 B Keine 
43 58/M 52,7 1,7 14,7 A Keine 
44 77/W 134,3 3 34,9 A Keine 
45 87/M 328 6,9 28,1 C Keine 
46 60/M 48,1 5,3 15,3 C Keine 
47 72/M 46,7 5,8 144 C Keine 
48 51/M 78,9 1,7 12,8 A Keine 
49 58/M 59,3 4,2 6,1 C Keine 
50 57/M 180 4,3 47 A Keine 
51 76/M 43,8 7,2 5,6 B Keine 
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2.2. Geräte 
Fluorescence activated cell sorter 
(FACS) Calibur 
 Fa. Becton Dickinson  
(San Jose, CA, USA) 
Begasungsbrutschrank (BBD C220)  Fa. Heraeus (Hanau) 
Enzyme linked immuno sorbent As-
say (ELISA) Reader 
 Fa. Dynatech- Laboratories  
(Guernsey, GB) 
Mikroskop (Axiovert 25)  Fa. Zeiss (Jena) 
Lamin Air (HB 244 8)  Fa. Heraeus 
Zentrifuge (5417 R)  Fa. Eppendorf (Hamburg) 
Omnifuge 2 ORS  Fa. Heraeus 
Gene Quant RNA/DNA Calculator  Fa. Pharmacia Biotech (Freiburg) 
Waage (SBC 21)  Fa. Scaltec Instruments (Heiligenstadt) 
Waage (LP 6209)  Fa. Sartorius (Göttingen) 
Vortex VF2  Fa. Bender & Hobein AG  
(Zürich, Schweiz) 
Thermocycler 60  Fa. bio-med (Theres) 
Hamilton Spritze  Fa. Hamilton Co. (Reno, Nevada, USA) 
Mini Protean II Electrophoreses Cell  Fa. Bio-Rad (München) 
Mini-Trans Blot Electrophoreses  Fa. Bio-Rad (München) 
Wide Mini Sub™ Cell  Fa. Bio-Rad (München) 
Power Pac 200 Spannungsgerät  Fa. Bio-Rad (München) 
Laserscanner Image Master™  Fa. Pharmacia Biotech 
Photokammer  Fa. Kodak (Rochester, NY, USA) 
Kamera Nikon F90X  Fa. Nikon GmbH (Düsseldorf) 
Entwicklungsgerät Curix 60  Fa. Agfa (München) 
2.3. Labormaterial 
Kaleidoscope Prestained Standards 
Premixed 
 Fa. Bio-Rad  
Combithek® Protein Molecular 
Weight Marker  
 Fa. Roche (Mannheim) 
Tris-HCI Ready Gels 4-20 %   Fa. Bio Rad 
Enhanced chemiluminescence 
(ECL) Westernblotting Detection 
Reagents 
 Fa. Amersham (Little Chalfont, GB) 
Polyvinylidene fluoride (PVDF)  Fa. Millipore (Bedford, MA, USA) 
Blotting Papier  Fa. Schleicher & Schuell (Dassel) 
Peroxidase labelled anti-rabbit ab  Fa. Amersham 
Bovines Serumalbumin (BSA)  Fa. Sigma 
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Bio-Rad-Protein-Assay  Fa. Bio-Rad (München) 
Ribonuklease (RNAse), Dnase-frei  Fa. Roche 
Proteinase K  Fa. Sigma (Deisenhofen) 
Phenol-Chloroform  Fa. Roth (Karlsruhe) 
Ethidiumbromid  Fa. Sigma 
Agarose  Fa. Sigma 
OptEIA Humaner IL-10 Set  Fa. Pharmingen 
Caspase-3 Colorimetric Assay 
(BF3100) 
 R&D Systems Inc. 
2.3.1. Fotomaterial 
Hyperfilm ECL  Fa. Amersham 
Polaroid Typ 611 (31/4 x 41/4)  Fa. Polaroid (Bedford, MA, USA) 
Polaroid Typ 665 PN (31/4 x 41/4)  Fa. Polaroid (Bedford, MA, USA) 
2.3.2. Materialien für die Zellkultur 
Fötales Kälberserum (FCS) (30 Min 
bei 65 °C hitzeinaktiviert) 
 Fa. Seromed (Berlin) 
L-Glutamin  Fa. Gibco BRL (Paisley, Schottland) 
Penicillin/Streptomycin   Fa. Sigma 
N-(2-Hydroxyethyl)piperazin-N´-(2-
Ethanoesulfonsäure) (HEPES)-Puffer 
 Fa. Sigma 
RPMI-1640 Medium  Fa. Biochrom (Berlin) 
 
Die Standard-Laborchemikalien wurden, soweit nicht anders angegeben, in Analysen-
und Reinstqualität von den Firmen Sigma, Roth (Karlsruhe), Gibco BRL (Eggenstein) 
oder Merck (Darmstadt) bezogen. 
 40
2.3.3. Puffer, Lösungen und Medien 
RPMI-Vollmedium: 500 ml RPMI-1640 Medium 
100 U/ml Penicillin 
100 µg/ml Streptomycin 
3mM L-Glutamin 
10 mM HEPES Puffer 
10 % hitzeinaktiviertes FCS 
 
”Phosphate-Buffered Saline” (PBS): 0,2 g/l KCI 
0,2 g/l KH2PO4 
8,0 g/l NaCl 
2,16 g/l Na2HPO4 x 7 H2O 
 
PBS-Tween: 500 ml PBS 
500 µl Poly-oxy-ethylen-sorbitan- 
Monolaurate (Tween 20) 
 
Towbin-Puffer (Blotting Puffer): 3,03 g Tris-Base 
14,4 g Glycine 
200 ml Methanol 
800 ml Aqua dest. 
 
Tris-Glycine-SDS- 
Elektrophorese Laufpuffer: 
0,1 % Sodium-Dodecyl-Sulfat,SDS 
192 mM Glycin 
25 mM Tris-Base 
mit Aqua dest. aufgefüllt auf 1l 
 
DNA Ladepuffer: 50 ml Glycerol 
10 mg Bromphenolblau 
50 ml Aqua dest. 
 
DNA Lyse-Puffer: 10 mM TrisHCL  
100 mM Ethyl-diamin-tetra-essigsäure 
(EDTA) 
0,02 M NaCl 
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Tris-Azetat/ EDTA- 
Elektrophorese (TAE)-Puffer: 
0,001 M EDTA 
0,04 M Tris-Acetat 
 
5x Laemmli-Puffer: 0,6 ml Tris HCL pH 6,8 
5 ml 50 % Glycerol 
2 ml 10 % SDS 
0,5 ml 2 % Mercaptoethanol 
1 ml 1 % Bromphenolblau 
0,9 ml H2O 
 
Blocking Lösung (5 %): 750 mg fettarme Trockenmilch 
15 ml PBS-Tween 
 
Western Blot Lyse-Puffer: 10 mM Tris-HCL pH 7,4 
1 mM EDTA 
0,1 % SDS 
0,1 % Triton-X 100 
1 μM Aprotinin 
0,1mM Phenylmethan-sulfonsäure- 
fluorid (PMSF; gelöst in 100 %  
Isopropanol) 
 
Annexin V-Binding-Puffer: 10 mM HEPES/NaOH pH 7,4 
140 mM NaCl 
2,5 mM CaCl2 
(durch 0,2 µm Porenfilter gefiltert) 
 
 42
2.3.4. Antikörper 
Folgende Antikörper wurden in der vorliegenden Arbeit verwendet (Tabelle 5): m steht 
für Mausantikörper, ra für Rattenantikörper und rb für Hasenantikörper. 
Tabelle 5: Verwendete Antikörper (Immunglobuline, Ig). 
Antikörper Fluoreszenzfarbstoff Isotyp Firma 
Annexin V FITC - BenderMedSystems 
CD5 FITC mIgG1-κ Beckton Dickinson 
CD19 PE mIgG1-κ Beckton Dickinson 
Bcl-2 (sc 783) - rb IgG SantaCruz 
Bax (sc 493) - rb IgG SantaCruz 
P53 (sc 6243) - rb IgG SantaCruz 
Anti-human-IL10 - ra IgG2a BD Pharmingen 
 
2.4. Substanzen 
2.4.1. Fludarabin (Fludara®, Schering) 
Fludarabin Trockensubstanz wurde in 2 ml Aqua rekonstituiert, in RPMI-Vollmedium 
auf eine Konzentration von 100 μM verdünnt (Molekulargewicht: 365,2 g/mol) und ali-
quotiert bei -30 °C eingefroren. 
2.4.2. Rolipram (Schering) 
Rolipram ist ein spezifischer PDE 4-Inhibitor mit einem Molekulargewicht von 275,4 
g/mol. Rolipram wurde freundlicherweise von der Firma Schering, Berlin zur Verfügung 
gestellt. Es wurde in RPMI-1640 Medium suspendiert, leicht erwärmt und bis zur Klä-
rung geschüttelt, danach aliquotiert und bei -30 °C eingefroren. 
2.4.3. Iloprost (Ilomedin®, Schering) 
Iloprost wurde freundlicherweise von der Firma Schering, Berlin zur Verfügung gestellt. 
Die Infusionslösung wurde in einer Konzentration von 100 µg/ml steril aliquotiert und 
mit RPMI-Vollmedium weiterverdünnt. 
2.4.4. Adrenalin (Suprarenin®, Hoechst) 
Der Inhalt einer Ampulle mit einer Konzentration von 1,0 mg/ml wurde steril aliquotiert, 
bei -30°C aufbewahrt und später mit RPMI-Vollmedium weiterverdünnt. 
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2.4.5. Terbutalin (Sigma) 
Terbutalin Trockensubstanz (Molekulargewicht 274,3) wurde in 50 ml Aqua dist. in ei-
ner Konzentration von 1mg/ml gelöst und aliquotiert bei -30 °C eingefroren. Die jeweili-
gen Verdünnungen wurden mit RPMI-Medium durchgeführt. 
2.4.6. Clomipramin und Imipramin (Sigma) 
Die Trockensubstanzen Clomipramin (Molekulargewicht 351,3), bzw. Imipramin (Mole-
kulargewicht 316,9), wurden in Aqua dist. in einer Konzentration von 50mg/ml gelöst 
und aliquotiert bei -30 °C eingefroren. Die jeweiligen Verdünnungen wurden mit RPMI-
Medium durchgeführt. 
2.4.7. Maprotilin (Sigma) 
Maprotilin Trockensubstanz (Molekulargewicht 313,9) wurde in Aqua dist. in einer Kon-
zentration von 50mg/ml gelöst und aliquotiert bei -30 °C eingefroren. Die jeweiligen 
Verdünnungen wurden mit RPMI-Medium durchgeführt. 
2.4.8. Fluoxetin (Sigma) 
Fluoxetin Trockensubstanz (Molekulargewicht 345,8) wurde in Aqua dist. in einer Kon-
zentration von 0,5mg/ml gelöst und aliquotiert bei -30 °C eingefroren. Die jeweiligen 
Verdünnungen wurden mit RPMI-Medium durchgeführt. 
2.4.9. Trazodon (Sigma) 
Trazodon Trockensubstanz (Molekulargewicht 408,3) wurde in Aqua dist. in einer Kon-
zentration von 50mg/ml gelöst und aliquotiert bei -30 °C eingefroren. Die jeweiligen 
Verdünnungen wurden mit RPMI-Medium durchgeführt. 
2.4.10. Lithiumchlorid (Sigma) 
Lithiumchlorid (Molekulargewicht 42,39) wurde in Aqua dist. in einer Konzentration von 
100mmol/l gelöst, steril aliquotiert, bei -30°C aufbewahrt und anschließend mit RPMI-
Medium verdünnt. 
2.4.11. Pancaspase-Inhibitor z-VAD-fmk (R&D Systems) 
Carbobenzoxy-valyl-alanyl-aspartyl-[O-methyl]-fluoromethylketone (z-VAD-fmk, R&D 
Systems Inc.) ist ein effektiver, zellpermeabler Pan-Caspase-Inhibitor (Villa et al., 
1997), der irreversibel an das katalytische Zentrum einer aktivierten Caspase bindet. 
Caspaseinhibitoren entstehen durch Bindung caspasespezifischer Peptide an be-
stimmte Aldehyde, Nitrite oder Ketone. Das Fluoromethylketon (fmk)-Derivat wirkt als 
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irreversibler Inhibitor ohne eigenen zytotoxischen Effekt. Inhibitoren mit einer Benzylo-
xycarbonyl-Gruppe (-z) am N-Terminus und O-Methylierung an der P1-Position der 
Asparaginsäure zeigen eine verbesserte Zellpermeabilität. Das Lyophilisat wurde in 
sterilem Dimethyl-sulfoxid (DMSO) rekonstituiert und bei -20°C aufbewahrt. In Konzent-
rationen von 50 µM und 200 µM kann z-VAD-fmk die Induktion von Apoptose verhin-
dern. 
2.5. Zellulär-immunologische Methoden 
2.5.1. Zellkultur 
2.5.1.1. Kulturbedingungen 
Die Zellkultur erfolgte in einem Brutschrank (HERAEUS, Hanau) bei 37 °C, 95 % Luft-
feuchtigkeit und einem 5 % Kohlendioxid (CO2)/Luft-Gemisch. 
2.5.1.2. Isolation von peripheren Blutlymphozyten 
Heparinisiertes Vollblut von B-CLL-Patienten wurde über einem Dichtegradienten auf-
getrennt (Boyum, 1968): 20 ml des Vollblutes wurden in einem 50 ml Leucosep-
Röhrchen (Fa.Greiner, Frickenhausen) über 15 ml Ficoll “Seperating Solution“ ge-
schichtet und 10 Minuten (min) bei 1000 g (Zentripetalbeschleunigung der Erde) bei 
minimaler Bremsung zentrifugiert. Die Zellen in der Interphase können anschließend 
vorsichtig mit einer Pipette abgenommen und dreimal mit 30 - 50 ml PBS gewaschen 
werden. 
Ficoll ist ein polysaccharidähnliches Makromolekül, das auf Grund seiner Dichte von 
1,077 g/ml mononukleäre Zellen (Lymphozyten und Monozyten) an der Blutse-
rum/Ficoll-Interphase konzentrieren kann. Granulozyten und Erythrozyten sedimentie-
ren wegen ihrer höheren spezifischen Dichte in der Ficoll-Schicht bzw. am Boden, 
während Thrombozyten auf Grund ihrer geringeren Dichte in der Serumschicht ober-
halb des Ficoll verbleiben. 
2.5.1.3. Aufnahme in Zellkulturmedium und Bestimmung der Zellzahl 
Die Zellen wurden in RPMI-1640 Medium (Fa. Biochrom, Berlin) mit 2 mM L-Glutamin, 
100 U/ml Penicillin, 100 µg/ml Streptomycin, 10 mM HEPES-Puffer und 10 % Hitze-
inaktiviertem FCS resuspendiert. Zur Bestimmung der Zellzahl wurden ca. 10 µl der 
Suspension mit 5 % Trypanblaulösung angefärbt. Die Zellzahl wurde durch Auszählen 
geeigneter Verdünnungen in einer Neubauer-Zählkammer ermittelt. Die Zellzahl wurde 
anschließend auf 5 Mio/ml eingestellt. 
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2.5.1.4. Inkubation der Zellen 
Die Zellen wurden mit den verschiedenen Substanzen auf eine 48-well Zellkulturplatte 
aufgebracht. Die Ansätze für den ELISA, der colorimetrischen Bestimmung der Caspa-
seaktivität und der Durchflusszytometrie (FACS-Analyse) mit Zusatz von Caspase-
Inhibitoren wurden 24 Stunden (h) inkubiert, die Ansätze für die FACS-Analyse ohne 
Inkubation mit Caspaseinhibitoren und für den Western-Blot dagegen 48 h. Die Zellen 
für den Nachweis der DNA-Fragmentation blieben 72 h in Kultur. 
2.5.2. Durchflusszytometrie (FACS-Analyse) 
2.5.2.1. Allgemeines Funktionsprinzip 
Die FACS-Analyse bietet die Möglichkeit Zellen an Hand ihrer Oberflächenantigene zu 
unterscheiden und zu quantifizieren. Dazu werden die zu untersuchenden Zellen mit 
fluoreszierenden Antikörpern gegen das entsprechende Oberflächenantigen markiert 
und in einem laminaren Flüssigkeitsstrom so schnell beschleunigt, dass es möglich 
wird, jede Zelle einzeln in einem Laserstrahl abzulesen (hydrodynamische Fokussie-
rung) und zu identifizieren. 
Zusätzlich können die Zellen mit Hilfe zweier Linsen auf Größe und Granularität hin 
untersucht werden. Eine der Linsen ist in Verlaufsrichtung des Laserstrahls (0° - 10°) 
angebracht (FSC: forward scatter) und die zweite Linse rechtwinklig zur Verlaufsrich-
tung (90°; SSC: sideward scatter), sodass der FSC hauptsächlich von der Größe und 
der SSC von der Granularität der Zelle beeinflusst wird. 
Sowohl das Streulicht als auch die Emission von Lichtquanten der durch den Laser 
angeregten Fluoreszenzfarbstoffe (Tabelle 6) werden von Photodetektoren erkannt und 
in elektrische Signale umgewandelt. Das Zwischenschalten von Bandpassfiltern er-
möglicht es das einfallende Licht nach Wellenlängen aufzutrennen und die einzelne 
Fluoreszenzfarbstoffe getrennt voneinander zu quantifizieren. 
Tabelle 6: Übersicht der verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe und deren Wellenlängen. 
Fluoreszenzfarbstoff Wellenlänge 
Fluorescein-Isozyanat (FITC) 525 nm 
Phycoerithrin (PE) 575 nm 
Propidiumiodid (PI) 650 nm 
 
Die Fluoreszenzintensität ist dabei proportional zur Anzahl der gebundenen Antikörper 
und somit zur Anzahl der untersuchten Oberflächenmoleküle. Damit die verschiedenen 
Messungen vergleichbar sind, ist es nötig, eine Probe mit einer Isotypkontrolle anzu-
färben, die dann als negativ für das entsprechende Antigen gewertet wird. Das ent-
sprechende Signal muss soweit herunterreguliert werden, dass die Fluoreszenzintensi-
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tät unter 101 mean fluorescence intensity (MFI) liegt. Dies ermöglicht es unterschiedli-
che Proben in etwa mit der gleichen Verstärkereinstellung zu messen. 
In dieser Arbeit wurde ein FACSCalibur-Durchflusszytometer verwendet. Es arbeitet 
mit einem Argonlaser. Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit FlowJo Software 
(Version 2.7.8). 
2.5.2.2. Durchflusszytometrische Messung 
Für die FACS-Analyse wurden 90.000 Zellen in einem 5 ml Polystyren-Röhrchen (12 x 
75 mm, Fa. Becton Dickinson) bei 400 g sieben min abzentrifugiert, der Überstand de-
kantiert und die Zellen je nach geplanter Messung angefärbt. 
2.5.2.3. Färbung von Oberflächenmarkern 
Durch das Anfärben spezifischer Oberflächenmarker können Zellen charakterisiert und 
es kann eine bestimmte Zellpopulation einzeln gemessen und ausgewertet werden. 
Dazu wurden die Zellen einer Probe in 195 μl PBS resuspendiert und mit jeweils 5 μl 
der für B-CLL-Zellen typischen Antikörper CD5-FITC und CD19-PE (Konzentration 200 
μg/ml) 15 min unter Lichtausschluss inkubiert. Anschließend wurde einmal mit PBS 
gewaschen. Die in 190 μl PBS resuspendierten Zellen wurden nun auf einem FACSCa-
libur mit Hilfe von FlowJo Software analysiert. 
2.5.2.4. Annexin V- und PI-Färbung 
Die Annexin V/ PI-Färbung ermöglicht es früh- und spätapoptotische Zellen von nekro-
tischen Zellen mit Hilfe der FACS-Analyse zu unterscheiden. Das Funktionsprinzip be-
steht darin, dass sich das Phospholipid Phosphatidylserin bei normalen Zellen auf der 
Innenseite der Zellmembran befindet. Sobald Apoptose induziert wird, beginnt sich die 
physiologische Membranasymmetrie aufzuheben und Phosphatidylserin befindet sich 
auch an der Membranaußenseite. Nun kann Annexin V in einer Ca2+-abhängigen Re-
aktion an das exponierte Phosphatidylserin binden und apoptotische Zellen markieren. 
Eine zusätzliche Färbung mit PI, das durch Defekte der Zellmembran in das Zellinnere 
gelangt und dort an die DNA bindet, ermöglicht es zwischen frühapoptotischen Zellen 
(nur Annexin V positiv) und spätapoptotischen oder nekrotischen Zellen (sowohl Anne-
xin V als auch PI positiv) zu unterscheiden (Vermes et al., 1995). 
Während der Annexin V/ PI-Färbung wurden die Zellen in 195 μl Annexin V-Binding-
Buffer resuspendiert, mit 5 μl Annexin-FITC (Konzentration 200 μg/ml) 15 min unter 
Lichtausschluss inkubiert und dann mit PBS einmal gewaschen. Nun wurden die Zellen 
in ca. 190 μl Annexin V-Binding-Buffer resuspendiert und sofort nach Zugabe von je-
weils 10 μl PI (Konzentration 100 μg/ml) analysiert. 
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2.5.3. Konzentrationsbestimmung von Interleukin-10 
Zur Bestimmung der IL-10 Konzentration wurde ein kommerzieller ELISA (enzyme-
linked immunosorbent assay, OptEIA Human IL-10 Set) durchgeführt. Eine 96-well-
Mikrotiterplatte wurde mit einem Ratten-anti-human-IL-10-Antikörper beschichtet und 
bei 2 - 8 °C über Nacht inkubiert. Nach drei Waschschritten mit einem Puffer aus PBS 
und 0,05 % Tween20 wurde die Platte mit 100 µl Assay-Lösung (PBS mit 10 % FBS, 
pH 7,0) pro well geblockt, über eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert und noch-
mals dreimalig gewaschen. Neben den Standard-IL-10-Verdünnungen wurden nun alle 
Proben in die mit IL-10-Antikörper beschichteten Wells pipettiert. Während einer zwei-
stündigen Inkubationszeit bindet das vorhandene IL-10 an die Antikörper. Nach fünf 
Waschschritten wurde ein zweiter biotinylierter Anti-IL-10-Antikörper als auch ein Avi-
din-Meerrettich-Peroxidase-Konjugat (Av-HRP) zugegeben. Der zweite Antikörper bin-
det das bereits gebundene IL-10 an einem anderen Epitop, während die Enzym-
Reagenz an Biotin bindet. Bei diesem Sandwich-ELISA mit Bildung mehrerer Biotin-
Avidin-Brücken pro Antikörper wird eine Verstärkung der Nachweisreaktion und eine 
höhere Sensitivität erreicht. Nach Entfernen des Konjugates durch weitere sieben 
Waschschritte gibt man die Substratlösung aus Substrat A und Substrat B im Verhält-
nis 1:1 hinzu. Während einer 30 min Inkubation unter Lichtausschluss wird gebunde-
nes Enzym nun zu Farbstoff umgesetzt. Anschließend wurde die Reaktion mit 1 mola-
rer Schwefelsäure gestoppt. Die Farbintensität, die proportional zur IL-10-
Konzentration der Probe ist, wurde nun in einem ELISA-Reader bei 450 nm gelesen. 
Durch die Standard-Verdünnungsreihe besteht die Möglichkeit die exakte in der Probe 
enthaltene Konzentration zu berechnen. 
2.5.4. Caspase 3-Aktivitätsbestimmung 
Caspase-3, auch CPP-32, Yama oder Apopain genannt (Alnemri et al., 1996), ist eine 
intrazelluläre Cystein-Protease, die unter physiologischen Bedingungen als Zymogen 
vorliegt und erst während Induktion von Apoptose aktiviert wird. Caspase-3 spaltet nun 
eine große Anzahl zellulärer Proteine, die ein bestimmtes Aminosäuremotiv (DEVD) 
enthalten, wie z.B. die poly-ADP-ribose Polymerase (PARP) oder die Untereinheit der 
DNA-abhängigen Proteinkinase (Casciola-Rosen et al., 1996). Da die Caspase-3 in 
verschiedensten Zellinien vorliegt, handelt es sich hierbei wohl um ein Schlüsselenzym 
der Apoptose. 
Zur Bestimmung der enzymatischen Caspase-3-Aktivität wurde ein kommerzieller 
Caspase-3-colorimetrischer Assay von R&D Systems verwendet. Die B-CLL-Zellen, die 
mit verschiedenen Substanzen inkubiert wurden um Apoptose zu induzieren, werden 
zuerst lysiert um die intrazellulären Proteine zu sammeln. Nach Zugabe eines Caspa-
se-3-spezifischen Peptides, das an das Substrat DEVD-p-Nitroanilin (DEVD-p-NA) 
gebunden ist, kann die Protease-Aktivität gemessen werden. Bei Spaltung durch 
Caspase-3 wird das Chromophor p-NA freigesetzt, das nun spektrometrisch quantifi-
 48
ziert werden kann. Die Farbreaktion ist direkt proportional zu der enzymatischen Cas-
pase-3-Aktivität des Zellysats. 
Zwei x 106 Zellen wurden 10 min bei 250 g zentrifugiert, der Überstand verworfen und 
das Zellpellet mit 25 µl des Lyse-Puffers pro 1 x 106 Zellen lysiert. Das Zelllysat wurde 
nun 10 min auf Eis inkubiert und dann eine min bei 10.000 g zentrifugiert. Im Anschluss 
daran wurden die Überstände abgenommen und auf Eis gekühlt. Die durchschnittliche 
Proteinkonzentration der Überstände beträgt 4 - 8 mg/ml. Kontrollen mit erstens kei-
nem Zellysat und zweitens keinem Substrat sowie 50 µl jeder Probe wurden auf eine 
96-well-Mikrotiterplatte pipettiert und die Proben mit 50 µl des Reaktionspuffers ver-
setzt. Diesem wurde 10 µl DDT pro 1 ml zugegeben. Jeder Probe wurde anschließend 
5 µl Caspase-3-colorimetrisches Substrat (DEVD-pNA) beigefügt und die Platte für 1 - 
2 h bei 37 °C inkubiert. Anschließend wurde die Platte in einem ELISA Reader bei 405 
nm Wellenlänge abgelesen. 
2.6. Molekularbiologische Methoden 
2.6.1. Nachweis einer apoptotischen DNA-Leiter 
Die Darstellung einer DNA-Leiter gilt als qualitativ eindeutiger Nachweis für Apoptose 
(McConkey et al., 1991). Die für Apoptose typischen DNA-Fragmente mit einer Größe 
von 180 Basenpaaren wandern im elektrischen Feld und lassen sich mit Ethidiumbro-
mid darstellen. Je nach ihrer Größe können die einzelnen DNA-Fragmente elektropho-
retisch aufgetrennt werden, so dass eine charakteristische DNA-Leiter entsteht und 
das Ausmaß der induzierten Apoptose abgeschätzt werden kann. 
2.6.1.1. DNA-Extraktion 
Vier x 106 Zellen wurden geerntet, bei 600 g und 4 °C über 5 min zentrifugiert, dekan-
tiert, einmal in 4 °C kaltem PBS gewaschen und erneut zentrifugiert. Zur Disruption der 
Membranen wurde 200 μl DNA-Lyse-Puffer zugegeben und leicht geschüttelt. Danach 
wurde sterile 0,9 %ige NaCl-Lösung in einer Endkonzentration von 50 mM sowie 3,0 μl 
Proteinase K zugegeben um die DNA zu stabilisieren. Anschließend wurden die Pro-
ben 5 h bei 50 °C auf einem Schüttler bei niedriger Rotationszahl inkubiert, so dass alle 
DNA-bindenden Proteine gespaltet werden. Dann wurden 500 µl eines Aliquots aus 10 
ml Lysispuffer und 5 ml 0,9 %iger NaCl-Lösung in jede Probe gegeben. Nach Zugabe 
eines TE-gesättigten Phenol-Chloroform-Gemisches gleichen Volumens wurde erneut 
mit 15300 g über 5 min zentrifugiert und die oberste wasserklare Phase abgenommen. 
Den Proben wurde einmal Volumen Chloroform/Isoamylalkohol im Verhältnis 24:1 zu-
gegeben. Sie wurden nochmals zentrifugiert, die oberste Phase wurde abgenommen 
und mit einmal Volumen Isopropanol versetzt. Durch Einfrieren dieses Gemisches über 
mindestens 1 h bei -70 °C kommt es zur Fällung der DNA. Nach erneutem Auftauen 
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wurde die gefällte DNA in 70 %igem Ethanol gewaschen, in DNase-freiem Wasser 
gelöst und 30 - 60 min bei 37 °C mit 5 μl RNase (DNase-frei) inkubiert. 
2.6.1.2. Konzentrationsbestimmung der DNA 
Mit Hilfe eines Photometers (Pharmacia Gene Quant DNA/RNA Calculator) wurde die 
DNA-Konzentration ermittelt. Die Proben wurden im Verhältnis 1:50 verdünnt und die 
optische Dichte (OD) bei einem Absorptionsmaximum von 260 nm (OD260) bestimmt. 
Einer OD260 von 1 entsprechen etwa 50 μg/ml DNA. 
2.6.1.3. Herstellung von Agarosegelen 
Zur Auftrennung der DNA-Fragmente wurde ein 1,0 %ges Agarosegel hergestellt. Da-
zu wird ein Gemisch aus 1,3 g Agarose und 130 ml TAE-Puffer erhitzt, bis eine klare 
Flüssigkeit ohne Schlieren vorliegt. Nach Zugabe von 6,5 µl Ethidiumbromid (EB) wird 
die Lösung in die vorgegebene Kammer gegossen und 1 h lang abgekühlt. 
2.6.1.4. Gelelektrophorese 
Das abgekühlte Gel wird in die Elektrophorese-Kammer eingesetzt und mit TAE-Puffer 
vollständig bedeckt. Nach Entfernen des Kammes können die DNA-Proben und die 
Kontrollen mit 5x Ladepuffer in die Geltaschen pipettiert werden. Der Ladepuffer ent-
hält einen Farbstoff, der das Pipettieren der DNA erleichtert und Glycerin, welches auf 
Grund seiner höheren Dichte die Proben schnell in die Slots absinken lässt. Nun kann 
das Gel über 1 - 2 h bei 50 V laufen und die DNA-Fragmente wandern abhängig von 
ihrer Größe, sodass sich später eine DNA-Leiter darstellt. 
Da der Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbromid in die Nukleotidstränge interkaliert, wird 
die Auftrennung der DNA-Fragmente unter ultraviolettem (UV)-Licht (366 nm) sichtbar. 
Nach abgeschlossener Elektrophorese wurden die Gele unter UV-Licht mit einer Pola-
roidsofortbildkamera fotografiert. 
2.6.2. Western Blotting 
Die Western Blot-Analyse ist ein Verfahren, mit dem elektrophoretisch aufgetrennte 
Proteine auf eine Blotmembran unter dem Einfluss eines elektrischen Feldes transfe-
riert und immobilisiert werden können (Towbin et al., 1979). Die aufgetrennten Proteine 
lassen sich nun mit Hilfe spezifischer Antikörper direkt auf der Membran quantitativ 
nachweisen. 
2.6.2.1. Probenvorbereitung 
Nach Inkubation der Zellen über 48 h mit den verschiedenen Substanzen wurden die 
Zellen zentrifugiert, die Zellpellets in 200 μl Western Blot Lyse-Puffer aufgenommen 
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und 30 min auf Eis gestellt. Anschließend wurde erneut mit 10600 g bei 4 °C über 20 
min zentrifugiert und der Überstand bei -20 °C aufbewahrt. 
2.6.2.2. Bradford-Proteinbestimmung 
Um die Expression bestimmter Proteine zu quantifizieren müssen gleiche Gesamtpro-
teinmengen in die einzelnen Geltaschen pipettiert werden. Die Proteinkonzentrations-
bestimmung erfolgte colorimetrisch mit Serva Blau nach der von Bradford und Mitarbei-
tern erarbeiteten Methode (Bradford, 1976). Eine Stammlösung aus 1 mg/ml BSA wur-
de mit Aqua dest. zu verschiedenen konzentrierten (50, 100, 200, 400, 600, 800 und 
1000 μg/ml) Standardlösungen verdünnt. Das Bradford-Reagenz (Bio-Rad-Protein-
Assay) wurde zu vier Teilen mit Aqua dest. gemischt. Nun wurden jeweils 10 μl der 
Standardverdünnungen bzw. 10 µl der Proben auf eine 96-well-Mikrotiterplatte pipet-
tiert und mit 200 μl verdünntem Bradford-Reagenz vermischt. Nach 5 min wurden die 
Konzentrationen mit einem ELISA-Reader (OD 595 nm) bestimmt. Die Proben wurden 
entsprechend der vorliegenden Proteinkonzentrationen in bestimmten Mengen auf das 
Gel aufgetragen. 
2.6.2.3. Proteinseparation mit Hilfe der HCI-Gel-Elektrophorese 
Nach der Methode von Laemmli (Laemmli, 1970) wurden die Proteine durch denaturie-
rende Gelelektrophorese aufgetrennt. Im elektrischen Feld erfolgt die Auftrennung der 
Proteine nur nach ihrer Größe durch den Zusatz von sodium-dodicyl-sulfat (SDS), das 
sich mit seinem hydrophoben Kettenende an die Proteine anlagert. Die Proteinladung 
wird hierbei durch das negativ geladene SDS neutralisiert. 2,5 μg Probenprotein bzw. 5 
μl der Standard-Leiter wurden mit 5 μl Laemmli-Puffer gemischt, 2 min bei 70 °C dena-
turiert und anschließend auf Eis gekühlt. Für die Gelelektrophorese wurde eine Mini-
Gel-Apparatur der Firma BioRad verwendet, bei der es sich um ein Vertikalsystem 
handelt, in dem zwei Gelläufe gleichzeitig durchführbar sind. Nach Auftragen von 20 µl 
Probe pro Slot mit Hilfe einer Hamilton Spritze liefen die Gele (Tris-HCL Ready Gels 4-
20 %, Fa.Bio Rad) bei 30 mA und 120 V über ca. 120 min. Als Laufpuffer diente ein 
Tris-Glycin-SDS-Puffer. Im Vergleich mit den Standardproteinen der Leiter lässt sich 
das Molekulargewicht (MG) der zu untersuchenden Proteine abschätzen. 
2.6.2.4. Blotvorgang auf eine Polymermembran 
Nach der Auftrennung der Proteine durch die Gelelektrophorese wurden die Proteine 
auf Polyvinylidenfluorid-(PVDF-) Membran transferiert. Diese wurde nacheinander 10 
Sekunden (s) in Methanol, 5 min in Aqua dest. und 10 min in Towbin-Puffer vorbehan-
delt. In diesen Puffer wurde auch das HCI-Gel nach Beendigung der Elektrophorese 
über 10 min gelegt. Danach wurde der Blot in folgender Reihenfolge zusammenge-
setzt: Schwamm, zweimal Blotting-Papier, Gel, PVDF-Membran, zweimal Blotting-
Papier, Schwamm. Bei 75 V und 4 °C wurde nun das Protein während 90 min aus dem 
HCI-Gel auf die PVDF-Membran übertragen. 
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2.6.2.5. Blocken der Membran 
Um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren wurde die PVDF-Membran mindes-
tens 45 min in 5 % Blocking-Lösung (Magermilchpulver) bei Raumtemperatur geschüt-
telt und anschließend einmal über 5 min in PBS-Tween gewaschen. 
2.6.2.6. Inkubation mit dem spezifischen Antikörper 
Danach wurde die Membran über Nacht mit dem ersten Antikörper inkubiert. Sowohl 
anti-Bax als auch anti-Bcl-2 oder anti-p53 wurden in einer Konzentration von 1:1000 
mit PBS-Tween verdünnt. Die Inkubation der PVDF-Membran erfolgte bei 4 °C auf ei-
nem Schüttler. 
2.6.2.7. Inkubation mit dem Peroxidase-gekoppelten Antikörper 
Es folgten drei Waschgänge mit PBS-Tween über jeweils 15 min, 5 min und 5 min. 
Zum Waschen wurden die Membranen wiederum leicht geschüttelt. 
Als Meerrettichperoxidase-gekoppelten (Horseradish Peroxidase, HRP) Antikörper 
wurde entsprechend dem spezifischen Antikörper ein anti-Hase-Antikörper verwendet 
und in PBS-Tween 1:1000 verdünnt. Dieser Antikörper bindet an den ersten über 
Nacht inkubierten Antikörper, während die PVDF-Membran 1 h bei Raumtemperatur 
auf einem Schüttler inkubiert. Danach wurden die Membranen wie oben beschrieben 
erneut dreimal gewaschen um nicht gebundene HRP-Antikörper zu entfernen. 
2.6.2.8. Proteinnachweis durch Chemilumineszenzreaktion 
Die PVDF-Membran wurde nun in einer Folie 1 min vollständig mit einem 1:1 Gemisch 
aus ECL (enhanced chemiluminescence) Lösung A und B bedeckt. Hierbei kommt es 
an den Stellen, wo das gesuchte Protein an den ersten Antikörper bindet, zu einer 
Chemilumineszenz-Reaktion. Luminol (zyklisches Diacylhydrazin) wird, katalysiert 
durch antikörpergebundene Peroxidase und Wasserstoffperoxid (H2O2), oxidiert. Durch 
diese Reaktion wird das Luminol in einen angeregten Zustand angehoben und es 
kommt zu Emisson von Licht, sobald das angeregte Luminol wieder in seinen Ruhezu-
stand versetzt wird. Durch Anwesenheit eines Enhancers, wie zum Beispiel Phenol, 
kann die Lichtemission 1000fach verstärkt werden. Das Maximum der Lichtemission 
liegt bei 428 nm und kann auf einem für diese Wellenlänge sensitiven Film nachgewie-
sen werden. Der Blot wurde in Folie eingeschlagen und in einer Fotokammer befestigt. 
Der ECL-Hyperfilm wurde je nach benötiger Belichtungszeit in die Kammer eingelegt 
und anschließend automatisch entwickelt. 
2.6.2.9. Quantitative Auswertung 
Nach der Entwicklung wurden die Filme eingescannt und densitometrisch nach der 
Schwärze der Banden mit Hilfe von Quantity One ausgewertet. 
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2.7. Statistik 
Die Ergebnisse sind als arithmetisches Mittel im Säulendiagramm dargestellt und die 
Streuung der Werte wird als Standardfehler des Mittelwertes (standard error of mean, 
SEM) angegeben. Um zu überprüfen, ob ein statistisch signifikanter Unterschied zwi-
schen einzelnen Ergebnissen besteht, wurde der Wilcoxon-Test für gepaarte Stichpro-
ben als nichtparametrischer Test durchgeführt. Bei p-Werten < 0,05 wurde eine statis-
tische Signifikanz angenommen (*). Die Berechnungen wurden mit SPSS 11.5 für Win-
dows durchgeführt. Mit Excel und PowerPoint (Microsoft, USA) wurden die Ergebnisse 
grafisch dargestellt. 
 53
3. Ergebnisse 
3.1. Induktion von Apoptose durch cAMP-Erhöhung 
3.1.1. Apoptoseinduktion durch das Prostazyklinanalogon Iloprost alleine und 
in Kombination mit dem PDE 4-Inhibitor Rolipram 
Die B-CLL-Zellen wurden über 48 h mit ansteigenden Konzentrationen Iloprost (135 
pg/ml, 270 pg/ml, 1350 pg/ml, 1485 pg/ml und 2700 pg/ml) inkubiert und anschließend 
wurde die Apoptoserate der zu 70 % CD5+/CD19+ PBMC mit Hilfe der Durchflusszyto-
metrie bestimmt. 2700 pg/ml Iloprost führen zu einem Anstieg der Apoptoserate auf 
40,6 ± 4,4 % im Vergleich zur Mediumkontrolle 33,3 ± 4,0 % (p=0,002; n=27 Spender) 
und im Vergleich zu der dem Plasmaspiegel entsprechenden Konzentration von 135 
pg/ml Iloprost 36,6 ± 4,3 % (p=0,005). 135 pg/ml Iloprost führen nicht zu einer signifi-
kant erhöhten Apoptoserate (p=0,239) im Vergleich zur Kontrolle, erst bei der zehnfa-
chen Konzentration mit einer Apoptoserate von 38,4 ± 4,3 Annexin V positive Zellen in 
Prozent ist der Unterschied zur Kontrolle signifikant (p=0,008, n=27 Spender). 
Für Iloprost wurde eine dosisabhängige Induktion von Apoptose nachgewiesen 
(Abbildung 4). Inkubation der B-CLL-Zellen mit dem Chemotherapeutikum Fludarabin 
(1,7 µM) bewirkte eine Steigerung der Apoptoserate auf 40,4 ± 4,3 % Annexin V positi-
ve Zellen (p=0,001). 
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Abbildung 4: Dosisabhängiger Anstieg der Apoptoserate in Prozent durch das Prostacyclina-
nalogon Iloprost. Die B-CLL-Zellen (5 x 106/ml) wurden über 48 h mit verschiede-
nen Konzentrationen Iloprost (pg/ml) inkubiert und die Apoptoserate durchflusszy-
tometrisch mit Annexin V/PI-Doppelfärbung bestimmt. Die Werte sind als Mittel-
werte + SEM von 27 verschiedenen Spendern dargestellt. 
 
 54
Anschließend wurde bei 12 verschiedenen Patientenproben untersucht, ob bei der 
Kombination von Rolipram und Iloprost eine synergistische Wirkung vorliegt. Nach 48 h 
Inkubation der B-CLL-Zellen mit 135 pg/ml Iloprost und 1 µM Rolipram konnte bei der 
Kombination beider Substanzen eine Steigerung der Apoptoserate (55,1 ± 6,5 % An-
nexin V positive Zellen) gemessen werden im Vergleich zu Iloprost (39,4 ± 6,4 % An-
nexin V positive Zellen, p=0,004) alleine, nicht jedoch im Vergleich zu Rolipram (53,1 ± 
6,2 % Annexin V positive Zellen, p=0,347). Daher liegt kein Synergismus der beiden 
Substanzen vor (Abbildung 5). 
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Abbildung 5: Keine signifikante Zunahme der Apoptoserate durch die Kombination von Roli-
pram und Iloprost. Nach Inkubation der B-CLL-Zellen (5 x 106/ml) über 48 h zeigt 
die Kombination beider Substanzen eine Erhöhung der Annexin V positiven Zel-
len in Prozent im Vergleich zu 135 pg/ml Iloprost alleine (p=0,004), jedoch nicht 
im Vergleich zu 1 µM Rolipram alleine. Die Werte sind als Mittelwerte + SEM von 
12 verschiedenen Spendern dargestellt. 
3.1.2. Apoptoseinduktion durch β2-adrenerge Substanzen alleine und in Kombi-
nation mit Rolipram 
Nach Inkubation der PBMC mit den β2-Sympathomimetika Suprarenin und Terbutalin 
konnte eine dosisabhängige Erhöhung der Apoptoserate nachgewiesen werden. Die 
maximale Plasmakonzentration von Suprarenin (1 µg/ml) führt zu einem Anstieg der 
Apoptoserate auf 40,7 ± 5,5 % Annexin positive Zellen im Vergleich zur Kontrolle 28,7 
± 4,4 % (p<0,001), die zehnfache maximale Plasmakonzentration (10 µg/ml) zu einem 
weiteren Anstieg auf 52,7 ± 5,2 % Annexin V positive Zellen (p<0,001). Bei Inkubation 
der B-CLL-Zellen mit der maximalen Plasmakonzentration von Terbutalin (10 ng/ml) 
kommt es zu einer Induktion von Apoptose zu 36,6 ± 5,2 % (p=0,001), bei der zehnfa-
chen Konzentration (100 ng/ml) zu 42,8 ± 6,8 % (p=0,003) Annexin V positiven Zellen. 
Im Vergleich dazu lässt sich unter Inkubation der Zellen mit Fludarabin eine Apoptose-
rate von 39,7 ± 5,2 % (p<0,001) erzielen (Abbildung 6). 
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Abbildung 6: Dosisabhängige Erhöhung der Apoptoserate durch die β2-Sympathomimetika 
Suprarenin und Terbutalin. Die B-CLL-Zellen (5 x 106/ml) wurden über 48 h mit 
ansteigenden Konzentrationen Suprarenin (1 und 10 µg/ml) bzw. Terbutalin (10 
und 100 ng/ml) inkubiert. Die Annexin V positiven Zellen in Prozent wurden mit 
Hilfe der FACS-Analyse bestimmt und als Mittelwerte + SEM von 20 verschiede-
nen Spendern bzw. bei Inkubation mit 100 ng/ml Terbutalin von 15 verschiedenen 
Spendern dargestellt. 
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Abbildung 7: Signifikante Zunahme der Apoptoserate bei Zugabe der β2-Sympathomimetika zu 
Rolipram. Die Tumorzellen (5 x 106/ml) wurden über 48 h inkubiert. Die ermittelte 
Apoptoserate zeigte für die Kombination von 1 µM Rolipram mit 1 µg/ml Suprare-
nin bzw. mit 10 ng/ml Terbutalin eine signifikante Erhöhung der Annexin V positi-
ven Zellen in Prozent im Vergleich zu den einzelnen Substanzen alleine. Die Wer-
te sind als Mittelwerte + SEM von 13 verschiedenen Spendern dargestellt. 
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Des Weiteren wurden die Annexin V positiven B-CLL-Zellen auch nach Inkubation mit 
der Kombination aus Rolipram und β2-Sympathomimetika gemessen um eine syner-
gistische Wirkung der Substanzen nachzuweisen. Die B-CLL-Zellen von 13 verschie-
denen Spendern wurden mit 1 µM Rolipram in Kombination mit 1 µg/ml Suprarenin 
oder 10 ng/ml Terbutalin inkubiert. Nach 48 h konnte die Kombination aus beiden Sub-
stanzen (59,2 ± 6,8 % Annexin V positive Zellen) vermehrt Apoptose induzieren im 
Vergleich zu Rolipram (51,5 ± 5,9 % Annexin V positive Zellen; p=0,002) und zu Supra-
renin (45,7 ± 6,5 %; p=0,002) alleine. Auch die Zugabe von Terbutalin zu Rolipram 
erzielte eine höhere Apoptoserate (57,7 ± 6,6 % Annexin V positive Zellen) als Roli-
pram (p=0,003) und Terbutalin (38,8 ± 5,7 % Annexin positive Zellen; p=0,001) als al-
leiniger Stimulus (Abbildung 7). 
 
0
25
30
35
40
45
50
55
60Annexin V 
positive Zellen 
[%]
Iloprost 135 µg/ml - + - + - +
Terbutalin 10 ng/ml - - + + - -
Suprarenin 1 µg/ml - - - - + +
*
*
 
Abbildung 8: Signifikante Zunahme der Apoptoserate durch die Kombination von Iloprost mit 
Suprarenin, nicht jedoch mit Terbutalin. Die B-CLL-Zellen (5 x 106/ml) wurden  
über 48 h inkubiert. Die anschließend gemessene Apoptoserate zeigte für die 
Kombination von Iloprost und Suprarenin im Vergleich zu Iloprost (135 pg/ml) und 
für Suprarenin (1 µg/ml) alleine einen signifikanten Unterschied. Die Kombination 
von Iloprost mit Terbutalin konnte im Vergleich zu Terbutalin (10 ng/ml) alleine 
nicht vermehrt Apoptose induzieren. Die Werte sind als Mittelwerte + SEM von 12 
verschiedenen Spendern dargestellt. 
3.1.3. Kombination von Iloprost mit β2-Sympathomimetika 
Im Folgenden wurde untersucht, ob sich bei der Kombination von Iloprost mit β2-
Sympathomimetika eine erhöhte Apoptoserate erzielen lässt (Abbildung 8). Die malig-
nen Zellen von 12 verschiedenen Patientenproben wurden über 48 h mit 135 µg/ml 
Iloprost und 1 µg/ml Suprarenin beziehungsweise 10 ng/ml Terbutalin inkubiert. Im 
Vergleich zu Suprarenin alleine (47,1 ± 6,9 % Annexin V positive Zellen) ergab die Zu-
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gabe von Iloprost eine signifikante Erhöhung der Apoptoserate (51,1 ± 7,2 % Annexin 
V positive Zellen, p=0,012). Die Kombination von Iloprost und Terbutalin (44,7 ± 7,0 % 
Annexin V positive Zellen) erzielte keine signifikante Erhöhung der Annexin V positiven 
B-CLL-Zellen im Vergleich zu Terbutalin alleine (39,6 ± 6,1 % Annexin V positive Zel-
len, p=0,099). 
3.1.4. Abhängigkeit der Apoptoseinduktion durch cAMP-erhöhende Substanzen 
von Caspasen 
Als nächstes wurde die Wirkung des Pancaspaseinhibitors z-VAD-fmk auf die Induktion 
von Apoptose durch cAMP-erhöhende Substanzen untersucht (Abbildung 9). Dazu 
wurden die B-CLL-Zellen unter Zugabe von ansteigenden Konzentrationen z-VAD-fmk 
über 24 h mit 10 µg/ml Suprarenin, 100 ng/ml Terbutalin und 1350 pg/ml Iloprost inku-
biert. Die Zugabe von z-VAD-fmk beeinträchtigte die Induktion von Apoptose. Die An-
zahl der apoptotischen Zellen verringerte sich bei den unbehandelten Zellen erst bei 
Zugabe von 200 µM z-VAD-fmk signifikant von 24,3 ± 4,4 auf 11,1 ± 1,9 Prozent. 
Bei Inkubation mit Suprarenin führte die Zugabe von 50 µM z-VAD-fmk zu einer signifi-
kanten Abnahme der Apoptoserate (34,2 ± 6,7 %, p=0,007), die Zugabe von 200 µM 
zu einer weiteren Abnahme auf 20,7 ± 2,8 % (p=0,022) im Vergleich zu 39,1 ± 6,4 % 
Annexin V positive Zellen ohne Caspaseinhibition. Bei Inkubation mit Terbutalin kam es 
zu einer Reduktion der Apoptose auf 27,6 ± 5,3 % Annexin V positive Zellen unter 50 
µM z-VAD-fmk (p>0,05) und auf 15,3 ± 2,8 % unter 200 µM z-VAD-fmk (p=0,009) im 
Vergleich zum Ansatz ohne Zusatz eines Caspaseinhibitors (31,8 ± 5,6 %). Auch bei 
1350 pg/ml Iloprost führte erst die Zugabe von 200 µM z-VAD-fmk zu einem signifikan-
ten Unterschied der Apoptoserate (14,8 ± 2,6 %, p=0,008) im Vergleich zum Ansatz 
ohne z-VAD-fmk (35,4 ± 6,8 %); bei Anwesenheit von 50 µM z-VAD-fmk beträgt die 
Apoptoserate 31,2 ± 6,2 % Annexin V positive Zellen (n=9 Spender). 
Die Inkubation mit 200 µM z-VAD-fmk führte bei diesen cAMP-erhöhenden Substanzen 
sogar zu einer Abnahme der Anzahl apoptotischer Zellen unterhalb der spontanen A-
poptoserate der Kontrolle (24,3 ± 4,6 % Annexin V positive Zellen). 
Anschließend wurde auch die von β2-Sympathomimetika abhängige Caspase-3-
Aktivität mit Hilfe eines colorimetrischen Assays bestimmt (Abbildung 10). Hier ist be-
sonders auffallend, dass die Inkubation mit 10 µg/ml Suprarenin eine deutlich geringe-
re Caspaseaktivität (0,05 ± 0,02) induziert als der Kontrollansatz (0,19 ± 0,04; p=0,043; 
n=5 Spender). Die Inkubation mit 100 ng/ml Terbutalin hat keine Erhöhung der Caspa-
se-3-Aktivität im Vergleich zur Kontrolle zur Folge (0,19 ± 0,05). Die Anwesenheit von 
50 µM des Pancaspase-Inhibitors z-VAD-fmk bewirkte eine signifikante Reduktion der 
Caspaseaktivität im Vergleich zur Inkubation ohne Caspaseinhibition (p=0,043; n= 5 
Spender; keine Abbildung). Eine weitere Abnahme der Aktivität bei Zugabe von 200 
µM z-VAD-fmk im Vergleich zu 50 µM (0,035 ± 0,007) gelang unter Inkubation mit Ter-
butalin (0,028 ± 0,007). 
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Abbildung 9: Wirkung des Pancaspaseinhibitors z-VAD-fmk auf die Induktion von Apoptose 
durch β2-Sympathomimetika und Iloprost. Die B-CLL-Zellen wurden über 24 h mit 
den cAMP-erhöhenden Substanzen und Zugabe von ansteigenden Konzentratio-
nen z-VAD-fmk (0 µM, 50 µM und 200 µM) inkubiert. Anschließend wurde die A-
poptoserate mittels Annexin V/PI-Doppelfärbung durchflusszytometrisch be-
stimmt. Die Werte sind als Mittelwerte + SEM von 10 verschiedenen Spendern 
dargestellt (Iloprost: n=9 Spender). 
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Abbildung 10: Keine Erhöhung der Caspase-3-Aktivität durch β2-Sympathomimetika. Die B-
CLL-Zellen wurden über 24 h mit den β2-Sympathomimetika Suprarenin und Ter-
butalin inkubiert. Mit einem colorimetrischen Assay wurde die Caspase-3-Aktivität 
gemessen. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + SEM von 5 verschiedenen 
Spendern dargestellt. 
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3.1.5. Beeinflussung der Bcl-2/ Bax-Ratio durch β2-Sympathomimetika 
Die B-CLL-Zellen wurden über 48 h mit den β2-Sympathomimetika in den während der 
durchflusszytometrischen Messungen maximal eingesetzten Konzentrationen inkubiert. 
Danach wurde ein Western Blot durchgeführt um intrazelluläres Bcl-2 und Bax zu 
bestimmen. Die Banden wurden densitometrisch ausgewertet und das Verhältnis der 
Bcl-2 Proteine zueinander errechnet (Abbildung 11). Im Vergleich zur Kontrolle (4,9 ± 
3,4) konnte der Quotient Bcl-2/Bax durch Zugabe von 10 µg/ml Suprarenin auf 2,3 ± 
1,2 und durch Zugabe von 100 ng/ml Terbutalin auf 2,8 ± 1,7 erniedrigt werden 
(p>0,05). Inkubation mit 1,7 µM Fludarabin bewirkte eine Erniedrigung der Ratio auf 
3,0 ± 1,7. 
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Abbildung 11: Reduktion der Bcl-2/Bax-Ratio durch β2-Sympathomimetika. Die B-CLL-Zellen 
wurden über 48 h mit 10 µg/ml Suprarenin und 100 ng/ml Terbutalin inkubiert.  
A) Dieses repräsentative Beispiel eines Western Blots zeigt die Abnahme der  
Bcl-2- und gleichzeitige Zunahme der Bax-Expression. B) In der Abbildung sind 
die Ergebnisse der densitometrischen Messung der Western Blot-Banden darge-
stellt. Es handelt sich um Mittelwerte + SEM von n=6 verschiedenen Spendern. 
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3.1.6. Beeinflussung des p53-Tumorsuppressorgens durch β2-Sympathomime-
tika 
Anschließend wurde die Expression von p53 in den B-CLL-Zellen und deren Abhän-
gigkeit von apoptoseinduzierenden Substanzen untersucht. 
Das Tumorsuppressorgen p53 führt in manchen Zellen zu erniedrigter Bcl-2/Bax-Ratio 
und triggert den proapoptotischen Fas-Signalweg. Es gilt außerdem als prognostischer 
Faktor während einer Therapie mit dem Purinanalogon Fludarabin. 
Nach 48 h Inkubation der B-CLL-Zellen wurde ein Western Blot zum Nachweis des 
Tumorsuppressorgens p53 durchgeführt. Bei der densitometrischen Auswertung der 
Western Blot-Banden von 7 verschiedenen Spendern ließ sich ein Anstieg der p53 
Expression auf 3,2 ± 0,6 durch Zugabe von 10 µg/ml Suprarenin und auf 3,1 ± 0,8 
durch Zugabe von 100 ng/ml Terbutalin nachweisen (p<0,05). Allein bei Inkubation der 
Zellen mit 1,7 µM Fludarabin (2,7 ± 0,5) war der Unterschied zur Kontrolle (1,9 ± 0,4) 
nicht signifikant (Abbildung 12). 
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Abbildung 12: Erhöhte Expression von p53 durch Fludarabin und β2-Sympathomimetika. Die 
B-CLL-Zellen wurden über 48 h mit 10 µg/ml Suprarenin und 100 ng/ml Terbutalin 
inkubiert. A) Repräsentatives Beispiel eines p53-Western Blots. B) Darstellung 
der Ergebnisse einer densitometrischen Messung der Western Blot-Banden. Es 
handelt sich um Mittelwerte + SEM von n=7 verschiedenen Spendern. 
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3.1.7. Die Rolle von Interleukin-10 während Apoptoseinduktion durch β2-
Sympathomimetika  
Die Zugabe eines neutralisierenden IL-10-Antikörpers bewirkte eine signifikante Steige-
rung der Apoptoseinduktion durch β2-Sympathomimetika (Abbildung 13). Nach Inkuba-
tion der B-CLL-Zellen über 48 h nahm die Apoptoserate der Kontrolle von 24,9 ± 4,6 % 
auf 45,5 ± 7,6 % (p=0,017), die der mit 10 µg/ml Suprarenin inkubierten Zellen von 
43,3 ± 7,6 % auf 76,1 ± 7,6 % (p=0,017) und die der mit 100 ng/ml Terbutalin inkubier-
ten Zellen von 34,9 ± 6,5 % auf 54,2 ± 6,4 % (p=0,012) zu (n=8 Spender). 
Um eine mögliche Veränderung der IL-10-Konzentration durch Inkubation der B-CLL-
Zellen mit den cAMP-erhöhenden Substanzen nachzuweisen wurde mit Hilfe eines 
ELISA die IL-10-Konzentration im Überstand gemessen. Nach 24 h Inkubation der ma-
lignen Zellen ließ sich im Vergleich zur Kontrolle eine Erhöhung der IL-10-
Konzentration im Zellüberstand nachweisen (Abbildung 14). Ein signifikanter Unter-
schied mit der Kontrolle (21,0 ± 7,8 pg/ml) ergab sich bei Inkubation der Zellen mit 100 
ng/ml Terbutalin (26,4 ± 8,9 pg/ml; p=0,025) und mit 1350 pg/ml Iloprost (29,5 ± 12,4 
pg/ml; p=0,028, n=6 Spender). 
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Abbildung 13: Zunahme der Induktion von Apoptose durch IL-10-Blockade. Die B-CLL-Zellen 
wurden mit β2-Sympathomimetika allein und in Kombination mit einem neutralisie-
renden IL-10-Antikörper inkubiert. Nach 48 h wurden die Annexin V positiven Zel-
len durchflusszytometrisch gemessen. Die Werte sind als Mittelwerte + SEM von 
8 verschiedenen Spendern dargestellt. 
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Abbildung 14: IL-10-Konzentration im Überstand nach Inkubation mit cAMP-erhöhenden Sub-
stanzen. 5 x 106 Zellen/ml wurden über 24 h mit 10 µg/ml Suprarenin, 100 ng/ml 
Terbutalin und 1350 pg/ml Iloprost inkubiert. Anschließend wurde mittels ELISA 
die Menge von IL-10 in pg/ml gemessen. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + 
SEM von 8 verschiedenen Spendern bzw. die der Inkubation mit Iloprost von 6 
Spendern dargestellt. 
 
Die Inkubation der malignen B-Zellen mit β2-Sympathomimetika nach Zugabe eines 
neutralisierenden IL-10-Antikörpers zeigte keine signifikante Veränderung der Caspa-
se-3-Aktivität durch IL-10-Blockade (p>0,05; n=5 Spender; keine Abbildung). 
3.2. Induktion von Apoptose durch Antidepressiva 
3.2.1. Apoptoseinduktion durch trizyklische Antidepressiva 
Bei der Inkubation von B-CLL-Zellen über 48 h mit 0,5 µg/ml und 5 µg/ml Imipramin 
zeigte sich, dass dieses trizyklische Antidepressivum im Vergleich zur Kontrolle die 
Apoptoserate signifikant erhöht (n=13 Spender; keine Abbildung). Die maximale thera-
peutische Konzentration 0,5 µg/ml Imipramin induzierte bei 39,6 ± 6,0 % der Zellen 
Apoptose (p=0,016), 5 µg/ml der Substanz steigerten die Apoptoserate auf 49,5 ± 6,6 
% Annexin V positive Zellen (p=0,003) im Vergleich zur Kontrolle (33,7 ± 5,7 %). Durch 
Inkubation mit 1,7 µM Fludarabin konnte eine Apoptoserate von 47,75 ± 5,95 % Anne-
xin V positiven Zellen induziert werden (p=0,002). 
Auch das trizyklische Antidepressivum Clomipramin induziert dosisabhängig Apoptose 
bei B-CLL-Zellen (Abbildung 15). Die Inkubation der malignen Zellen über 48 h ergab 
im Vergleich zur Kontrolle mit 28,7 ± 4,6 % Annexin V positiven Zellen bei Zugabe von 
0,5 µg/ml Clomipramin, entsprechend der maximalen Plasmakonzentration der Sub-
stanz, eine signifikante Erhöhung der Apoptoserate auf 36,4 ± 5,3 % (p=0,002), bei 
Zugabe der zehnfachen Konzentration (5 µg/ml) einen weiteren Anstieg auf 61,8 ± 7,0 
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% (p=0,001). 1,7 µM Fludarabin erhöhte die Apoptoserate auf 39,03 ± 5,47 % Annexin 
V positive Zellen (p=0,001). 
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Abbildung 15: Dosisabhängige Erhöhung der Apoptoserate durch das trizyklische Antidepres-
sivum Clomipramin. Die B-CLL-Zellen (5 x 106/ml) wurden 48 h mit ansteigenden 
Konzentrationen Clomipramin inkubiert. Die Apoptoserate wurde durchflusszyto-
metrisch mit AnnexinV/PI-Doppelfärbung bestimmt. Die Werte sind als Mittelwerte 
+ SEM von 19 verschiedenen Spendern, die Werte der Inkubation mit 5 µg/ml 
Clomipramin als Mittelwerte von 14 Proben dargestellt. 
 
Als nächstes wurde untersucht, ob das trizyklische Antidepressivum Clomipramin einen 
synergistischen Effekt auf Apoptoseinduktion bei B-CLL mit dem Purinanalogon Fluda-
rabin zeigt (Abbildung 16). Nach 48 h Inkubation der B-CLL-Zellen mit beiden Substan-
zen, zeigte sich, dass die Apoptoserate signifikant erhöht war (51,4 ± 6,7 % Annexin V 
positive Zellen) im Vergleich zu 0,5 µg/ml Clomipramin (39,9 ± 6,2 %, p=0,005) und 1,7 
µM Fludarabin (47,7 ± 5,9 %, p=0,039) alleine. 
Ob sich wie bei Fludarabin auch bei Rolipram durch die Zugabe von Clomipramin ein 
Synergismus erzielen lässt, wurde im Folgenden überprüft (Abbildung 17). Die B-CLL-
Zellen wurden 48 h mit 1 µM Rolipram und 0,5 µg/ml Clomipramin inkubiert. Im Ver-
gleich zu Rolipram (53,1 ± 6,2 % Annexin V positive Zellen, p=0,041) und Clomipramin 
alleine (41,6 ± 6,5 %, p=0,002) steigerte die Kombination beider Substanzen die Apop-
toserate signifikant (58,5 ± 7,1 %, n=12 Spender). 
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Abbildung 16: Signifikante Zunahme der Apoptoserate durch Kombination des Purinanalogons 
Fludarabin mit dem trizyklischem Antidepressivum Clomipramin. Die B-CLL-
Zellen (5 x 106/ml) wurden 48 h inkubiert und anschließend die Apoptoserate mit-
tels Annexin V/PI-Doppelfärbung bestimmt. A) Repräsentatives Beispiel von ins-
gesamt 13 Patienten. Die x-Achse stellt die Annexin V-FITC-, die y-Achse die PI-
Fluoreszenz dar. B) Im Vergleich zu 0,5 µg/ml Clomipramin und 1,7 µM Fludara-
bin alleine erhöht die Kombination beider Substanzen die Apoptoserate signifi-
kant. Die Werte sind als Mittelwerte + SEM von 13 verschiedenen Spendern dar-
gestellt. 
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Abbildung 17: Signifikante Zunahme der Apoptoserate durch den synergistischen Effekt von 
Clomipramin und Rolipram. Die B-CLL-Zellen (5 x 106/ml) wurden 48 h inkubiert. 
Die anschließend berechnete Apoptoserate zeigte im Vergleich zu 0,5 µg/ml 
Clomipramin und 1 µM Rolipram alleine eine weitere Erhöhung durch Inkubation 
mit der Kombination beider Substanzen. Die Werte sind als Mittelwerte + SEM 
von 12 verschiedenen Spendern dargestellt. 
3.2.2. Apoptoseinduktion durch das tetrazyklische Antidepressivum Maprotilin 
Die B-CLL-Zellen wurden als nächstes mit ansteigenden Konzentrationen des tetrazyk-
lischen Antidepressivums Maprotilin inkubiert (n=13 Spender; keine Abbildung). Nach 
48 h Inkubation mit 400 ng/ml Maprotilin, entsprechend der therapeutisch wirksamen 
Gleichgewichtsplasmakonzentration, wurden 41,0 ± 6,3 % Annexin V positive Zellen 
(p=0,011) durchflusszytometrisch gemessen im Vergleich zur Apoptoserate der Kon-
trolle von 33,7 ± 5,7 %. Die zehnfache Konzentration Maprotilin (4 µg/ml) steigerte die 
Apoptoserate auf 65,1 ± 4,7 % Annexin V positive Zellen (p=0,002). Auch 1,7 µM Flu-
darabin (47,7 ± 5,9 %, p=0,002) und 1 µM Rolipram (51,5 ± 5,9 %, p=0,001) konnten 
im Vergleich zur Kontrolle die Apoptoserate signifikant steigern. 
3.2.3. Apoptoseinduktion durch atypische Antidepressiva 
Hier wurde untersucht, ob das nichttrizyklische Antidepressivum Trazodon Apoptose 
bei B-CLL-Zellen dosisabhängig induzieren kann. Die malignen Zellen wurden über 48 
h mit verschiedenen Konzentrationen Trazodon inkubiert. Die maximale therapeutische 
Konzentration 800 ng/ml Trazodon konnte im Vergleich zur Kontrolle (33,7 ± 5,67 %) 
die Apoptoserate signifikant steigern (41,4 ± 6,4 % Annexin V positive Zellen; 
p=0,028). Die zehnfache Konzentration von Trazodon konnte im Vergleich zu 800 
ng/ml Trazodon die Anzahl der apoptotischen Zellen nur in geringem Ausmaß weiter 
erhöhen (42,2 ± 6,0 %; p=0,005). Auch die durch den Serotonin-Wiederaufnahme-
Hemmstoff Fluoxetin induzierte Apoptoserate wurde bestimmt. Nach 48 h wurde bei 
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Inkubation der B-CLL-Zellen mit 0,5 µg/ml Fluoxetin, der Menge der Substanz, die der 
therapeutischen Plasma-steady-state-Konzentration entspricht, 41,9 ± 6,1 % Annexin V 
positive Zellen gemessen (p=0,016). Die 10fache Konzentration Fluoxetin konnte eine 
noch höhere Apoptoserate induzieren (55,8 ± 4,4 %; p=0,003). Verglichen mit der Kon-
trolle (33,7 ± 5,7 % Annexin positive Zellen) kann Fluoxetin die Apoptoserate bei B-
CLL-Zellen signifikant steigern (n=13 Spender). 
Im Vergleich zu Trazodon und Fluoxetin induzierte 1,7 µM Fludarabin eine Apoptosera-
te von 47,75 ± 5,95 % (p=0,002; n= 13 Spender; keine Abbildung). 
3.2.4. Apoptoseinduktion durch Lithium 
Die B-CLL-Zellen wurden über 48 h mit der maximalen Plasmakonzentration von Li-
thiumchlorid inkubiert. Im Vergleich zur Kontrolle (28,5 ± 4,9 % Annexin positive Zellen) 
konnte 1 mM Lithium die Apoptoserate der Zellen nicht signifikant erhöhen (33,7 ± 5,1 
%; p=0,007; n=17 Spender; keine Abbildung). 
3.2.5. Abhängigkeit der Apoptoseinduktion durch Antidepressiva von Caspasen 
Als nächstes wurde überprüft, ob die durch Antidepressiva induzierte Apoptose von B-
CLL-Zellen abhängig von Caspaseaktivierung ist. Die malignen B-Zellen von 10 ver-
schiedenen Spendern wurden über 24 h mit Antidepressiva und Zugabe des Pan-
caspaseinhibitors z-VAD-fmk in ansteigenden Konzentrationen (0 µM, 50 µM und 200 
µM) inkubiert und anschließend ihre Apoptoserate durchflusszytometrisch gemessen 
(Abbildung 18). Die Inkubation der Zellen mit Antidepressiva ohne Anwesenheit von z-
VAD-fmk führte zu einer Erhöhung der Apoptoserate im Vergleich zur Kontrolle. Durch 
50 µM des Caspaseinhibitors konnte die spontane Apoptoserate der Kontrolle von 24,3 
± 4,6 % Annexin V positiven Zellen nicht reduziert werden. Inhibition der Caspasen mit 
200 µM z-VAD-fmk führte zu einer signifikanten Abnahme der spontanen Apoptoserate 
auf 11,1 ± 2,0 % Annexin V positive Zellen im Vergleich zur Inkubation der Zellen ohne 
Caspaseinhibition (p=0,022). 
Bei Inkubation der B-CLL-Zellen mit 5 µg/ml Clomipramin kam es unter Caspaseinhibi-
tion zu einer Abnahme der Apoptoseinduktion. Inkubation mit 5 µg/ml Clomipramin und 
50 µM z-VAD-fmk reduzierten die Annexin V positiven Zellen auf 42,7 ± 6,1 % im Ver-
gleich zu 43,5 ± 5,9 % ohne Anwesenheit von z-VAD-fmk. 
Erst die Zugabe von 200 µM z-VAD-fmk ließ die Apoptoserate im Vergleich zum An-
satz ohne Zusatz von Caspaseinhibitoren signifikant abnehmen (35,3 ± 5,2 % Annexin 
V positive Zellen; p=0,037), sie blieb dennoch höher als die Apoptoserate der Kontrol-
le. 
Der durch z-VAD-fmk erzielte Effekt der Reduktion von Annexin V positiven Zellen ließ 
sich unter Induktion von Apoptose durch 4 µg/ml Maprotilin und 5 µg/ml Fluoxetin nicht 
nachweisen. Hier führte auch die Zugabe von 200 µM z-VAD-fmk nicht zu einem signi-
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fikanten Unterschied der Apoptoserate im Vergleich zur Inkubation ohne Caspaseinhi-
bition. 
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Abbildung 18: Wirkung des Pancaspaseinhibitors z-VAD-fmk auf die Induktion von Apoptose 
durch Antidepressiva. Die B-CLL-Zellen wurden über 24 h mit Antidepressiva un-
ter Zugabe von ansteigenden Konzentrationen z-VAD-fmk (0 µM, 50 µM und 200 
µM) inkubiert. Anschließend wurde die Apoptoserate mittels Annexin V/PI-
Doppelfärbung durchflusszytometrisch bestimmt. Die Werte sind als Mittelwerte + 
SEM von 10 verschiedenen Spendern dargestellt. 
 
Im Rahmen eines colorimetrischen Assays wurde nun untersucht, ob die verschiede-
nen Antidepressiva eine erhöhte Aktivität der Caspase-3 induzieren können (Abbildung 
19). Die B-CLL-Zellen wurden über 24 h mit den verschiedenen Antidepressiva in Ab-
wesenheit des Pancaspaseinhibitors z-VAD-fmk inkubiert. Die mit den Antidepressiva 
inkubierten Zellen zeigten keine statistisch signifikante Veränderung der relativen 
Caspase-3-Aktivität im Vergleich zur Kontrolle (0,2 ± 0,04; p>0,05; n=5 Spender). 
Die Zugabe von 50 µM z-VAD-fmk bewirkte eine signifikante Abnahme der relativen 
Caspase-3-Aktivität sowohl bei den Antidepressiva als auch bei der Kontrolle 
(p=0,043). Hier wurde unter Inkubation mit 5 µg/ml Clomipramin eine erhöhte Caspa-
seaktivität im Vergleich zur Kontrolle beobachtet (p>0,05). Unter Anwesenheit von 200 
µM z-VAD-fmk zeigte sich bei dieser Substanz eine weitere Abnahme der Caspase-3-
Aktivität im Vergleich zur Inkubation mit 50 µM Caspaseinhibitor, während sich die Ak-
tivität bei der Kontrolle und bei Inkubation der Zellen mit Maprotilin und Fluoxetin nicht 
weiter absenken ließ (keine Abbildung). 
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Abbildung 19: Keine Zunahme der Caspase-3-Aktivität durch Antidepressiva. Die B-CLL-Zellen 
wurden über 24 h mit den apoptoseinduzierenden Antidepressiva inkubiert. Mit 
einem Colorimetrischen Assay wurde die Caspase-3-Aktivität gemessen. Die Er-
gebnisse sind als Mittelwerte + SEM von 5 verschiedenen Spendern dargestellt. 
3.2.6. Beeinflussung der Bcl2/ Bax-Ratio durch Antidepressiva 
Nach Inkubation der malignen Zellen über 48 h mit den apoptoseinduzierenden Sub-
stanzen wurde ein Western Blot durchgeführt um intrazelluläres Bcl-2 und Bax zu be-
stimmen. Die Banden wurden densitometrisch ausgewertet und das Verhältnis der Bcl-
2 Proteine zueinander errechnet. Im Vergleich zur Kontrolle (4,9 ± 3,4) konnte der Quo-
tient Bcl-2/Bax durch Zugabe von Antidepressiva nicht signifikant erniedrigt werden 
(p>0,05). Inkubation der CLL-Zellen mit 1,7 µM Fludarabin reduzierte die Bcl-2/Bax-
Ratio auf 2,97 ± 1,71, mit 5 µg/ml Clomipramin auf 2,05 ± 0,83, mit 4 µg/ml Maprotilin 
auf 1,96 ± 0,82 und mit 5 µg/ml Fluoxetin auf 3,02 ± 2,18 (Abbildung 20). 
 69
A) 
Bcl-2
Bax
Fludarabin 1,7 µM
Clomipramin 5 µg/ml
Maprotilin 4 µg/ml
Fluoxetin 5 µg/ml
- + - - -
- - + - -
- - - + -
- - - - -
 
 
B) 
 
0
1
2
3
4
5
6
7
8
9Bcl-2/Bax
Kontrolle Fludarabin Clomipramin Maprotilin Fluoxetin
1,7 µM 5 µg/ml 4 µg/ml 5 µg/ml
 
Abbildung 20: Reduktion der Bcl-2/Bax-Ratio durch Antidepressiva. Die B-CLL-Zellen wurden 
über 48 h mit den verschiedenen Antidepressiva inkubiert. A) Repräsentatives 
Beispiel eines Bcl-2/ Bax-Westernblots. B) Darstellung der Ergebnisse einer den-
sitometrischen Messung der Western Blot-Banden. Es handelt sich um Mittelwer-
te + SEM von n=6 verschiedenen Spendern. 
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3.2.7. Beeinflussung des p53 Tumorsuppressorgens durch Antidepressiva 
Nach 48 h Inkubation der B-CLL-Zellen wurde ein Western Blot zum Nachweis des 
Tumorsuppressorgens p53 durchgeführt (Abbildung 21). Bei der densitometrischen 
Auswertung der Western Blot-Banden von 7 verschiedenen Spendern ließ sich ein 
Anstieg der p53-Expression durch Zugabe von Antidepressiva nachweisen (p<0,05). 
Allein bei Inkubation der Zellen mit 1,7 µM Fludarabin (2,7 ± 0,5) und 4 µg/ml Maprotilin 
(2,3 ± 0,4) war der Unterschied zur Kontrolle (1,9 ± 0,4) nicht signifikant. 5 µg/ml Clo-
mipramin erhöhte die p53 Expression auf 3,12 ± 0,75 (p=0,028) und 5 µg/ml Fluoxetin 
bewirkte einen Anstieg auf 3,31 ± 0,81 (p=0,043). 
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Abbildung 21: Erhöhte Expression von p53 sowohl durch Fludarabin als auch durch Antide-
pressiva. Die B-CLL-Zellen wurden über 48 h mit Fludarabin bzw. den verschie-
denen Antidepressiva inkubiert. A) Repräsentatives Beispiel eines p53-Western 
Blots. B) Darstellung der Ergebnisse einer densitometrischen Messung der Wes-
tern Blot-Banden. Es handelt sich um Mittelwerte + SEM von n=7 verschiedenen 
Spendern. 
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3.2.8. Die Rolle von Interleukin-10 während Apoptoseinduktion durch Antide-
pressiva 
Um eine Abhängigkeit der Induktion von Apoptose bei B-CLL-Zellen durch verschiede-
ne Antidepressiva von IL-10 nachweisen zu können wurde die Messung der Apoptose-
rate nach Inkubation der B-CLL-Zellen mit einem neutralisierenden IL-10-Antikörper 
durchgeführt. Nach 48 h wurde eine Zunahme der Apoptoseinduktion durch IL-10-
Blockade erkennbar. Durch Zugabe des neutralisierenden Antikörpers stieg die Apop-
toserate der Kontrolle von 24,9 ± 4,6 % auf 45,5 ± 7,6 % (p<0,05). Bei Inkubation mit 
0,5 µg/ml Clomipramin stieg die Anzahl der Annexin V positiven Zellen von 31,5 ± 6,6 
% auf 44,4 ± 5,9 % (p<0,05). Bei Inkubation mit anderen Antidepressiva zeigte sich 
kein signifikanter Anstieg der Apoptoserate durch IL-10-Blockade (Abbildung 22). 
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Abbildung 22: Zunahme der induzierten Apoptoserate durch IL-10-Blockade. Die B-CLL-Zellen 
wurden mit verschiedenen Antidepressiva allein und in Kombination mit einem 
neutralisierenden IL-10-Antikörper inkubiert. Nach 48 h wurden die Annexin V po-
sitiven Zellen durchflusszytometrisch gemessen. Die Werte sind als Mittelwerte + 
SEM von 8 verschiedenen Spendern dargestellt. 
 
Um eine mögliche Veränderung der IL-10-Konzentration durch Inkubation der B-CLL-
Zellen mit den verschiedenen Antidepressiva nachzuweisen wurde mit Hilfe eines 
ELISA die IL-10-Konzentration im Überstand gemessen. Nach 24 h Inkubation der ma-
lignen Zellen ließ sich im Vergleich zur Kontrolle eine Erhöhung der IL-10-
Konzentration im Zellüberstand nachweisen (Abbildung 23). Ein signifikanter Unter-
schied mit der Kontrolle (21,0 ± 7,8 pg/ml) ergab sich nur bei Inkubation der Zellen mit 
5 µg/ml Fluoxetin (33,9 ± 11,8 pg/ml; p=0,035). 
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Abbildung 23: IL-10-Konzentration im Überstand nach Inkubation mit Antidepressiva. 5 x 106 
Zellen/ml wurden über 24 h mit Antidepressiva inkubiert. Anschließend wurde mit-
tels ELISA die Menge von IL-10 in pg/ml gemessen. Die Ergebnisse sind als Mit-
telwerte + SEM von 8 verschiedenen Spendern dargestellt. 
 
Anschließend wurde die Wirkung eines neutralisierenden IL-10-Antikörpers auf die 
Caspase-3-Aktivität der B-CLL-Zellen untersucht. 5 x 106/ml B-CLL-Zellen wurden über 
24 h mit verschiedenen Antidepressiva unter Gegenwart eines neutralisierenden IL-10-
Antikörpers inkubiert. Die mit Hilfe eines colorimetrischen Assays gemessene Caspa-
se-3-Aktivität zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen den Ansätzen mit oder 
ohne IL-10-Blockade (p>0,05; n=5 Spender; keine Abbildung). 
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3.3. Nachweis der induzierten Apoptose durch DNA-Fragmentation 
Als weiterer qualitativer Nachweis der induzierten Apoptose wurde eine Gelelektropho-
rese durchgeführt um eine für Apoptose charakteristische DNA-Fragmentation darzu-
stellen. Die B-CLL-Zellen wurden über 72 h mit den apoptoseinduzierenden Substan-
zen inkubiert. Anschließend wurde die DNA isoliert und die Fragmente nach ihrer Grö-
ße mit Hilfe einer Gelelektrophorese aufgetrennt. Die Visualisierung der DNA-Leiter 
erfolgte nach Anfärbung mit Ethidiumbromid unter UV-Licht. Die DNA der Kontrolle, die 
aus unbehandelten CLL-Zellen isoliert wurde, zeigte keine für Apoptose typische 
Fragmentierung. Inkubation der Zellen mit cAMP-erhöhenden Substanzen und mit An-
tidepressiva induzierte dagegen eine für Apoptose beweisende DNA-Leiter (Abbildung 
24). 
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Abbildung 24: Induzierte DNA-Fragmentation durch Inkubation der CLL-Zellen über 72 h mit 
cAMP-erhöhenden Substanzen und mit Antidepressiva. Die Kontrolle zeigte keine 
charakteristische DNA-Leiter während Fludarabin und die zu untersuchenden 
Substanzen eine deutliche DNA-Fragmentierung induzierten. Dargestellt ist ein 
repräsentatives Beispiel von insgesamt 10 untersuchten Patientenproben.  
0) Kontrolle, 1) Fludarabin 1,7 µM, 2) Suprarenin 10 µg/ml, 3) Terbutalin 100 
ng/ml, 4) Iloprost 1350 pg/ml, 5) Clomipramin 5 µg/ml, 6) Maprotilin 4 µg/ml,  
7) Fluoxetin 5 µg/ml 
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3.4. FACS-Kinetik 
Frühapoptotische Zellen zeigten eine positive Annexin V-FITC Fluoreszenz, während 
spätapoptotische Zellen Annexin V- und PI-positiv zur Darstellung kommen. Bei den 
Auswertungen der durchflusszytometrischen Messung wurden sowohl die früh- als 
auch die spätapoptotischen Zellen, die als Annexin V- und PI-positiv zur Darstellung 
kommen, in die Messung miteinbezogen. Mit Hilfe mehrerer durchflusszytometrischen 
Messungen zu unterschiedlichen Zeitpunkten wurde nachgewiesen, dass die spät-
apoptotischen Zellen zu keinem Zeitpunkt PI aufnehmen, ohne vorher eine Annexin V-
FITC-Fluoreszenz zu zeigen (Abbildung 25). Dargestellt wurde die Kinetik der durch 
Clomipramin (5 µg/ml) induzierten Apoptose (Patient 50). Die CLL-Zellen, die mit der 
Mediumkontrolle bzw. mit den weiteren untersuchten Substanzen inkubiert wurden, 
zeigen einen ähnlichen Verlauf der Messungen. 
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Abbildung 25: Durchflusszytometrische Messungen der durch Clomipramin induzierten Apop-
tose zu verschiedenen Zeitpunkten (0, 3, 6, 12, 18, 24, 36 und 48 h). Die x-Achse 
stellt die Annexin V-FITC-, die y-Achse die PI-fluoreszierenden Zellen dar. Früh-
apoptotische Zellen sind allein mit Annexin V markiert und wandern im weiteren 
Verlauf in den Annexin V-/ PI-positiven Bereich. 
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4. Diskussion 
4.1. Zusammenfassung der Ergebnisse 
In dieser Arbeit wurde die apoptoseinduzierende Wirkung von cAMP-erhöhenden Sub-
stanzen und von Antidepressiva auf B-CLL-Zellen in vitro untersucht. Die Apoptoserate 
der aus Patientenblut isolierten B-CLL-Zellen wurde mit Hilfe einer durchflusszyto-
metrischen Messung quantitativ bestimmt. Die vorliegenden Ergebnisse einer Induktion 
von Apoptose wurden durch die Darstellung einer DNA-Leiter während einer Gele-
lektrophorese untermauert. Um den Vorgang der Apoptoseaktivierung durch die ver-
schiedenen Substanzen nachvollziehen zu können wurden eine Caspase-
Abhängigkeit, die Expression apoptoseregulierender Proteine (Bcl-2, Bax und p53) 
mittels Western Blot sowie die Rolle von Interleukin-10 näher untersucht. 
4.1.1. Apoptoseinduktion durch cAMP-erhöhende Substanzen 
Die cAMP-erhöhenden Substanzen Iloprost, Suprarenin und Terbutalin können dosis-
abhängig Apoptose bei B-CLL-Zellen induzieren. Die Kombination von Iloprost mit dem 
β2-Sympathomimetikum Suprarenin erhöhte die Apoptoserate signifikant im Sinne ei-
ner synergistischen Wirkung. Dieser Effekt einer Steigerung der apoptotischen Zellzahl 
war bei der Zugabe von Terbutalin zu Iloprost nicht signifikant. Durch die Kombination 
von Iloprost mit Rolipram konnte ebenfalls ein nicht signifikanter Anstieg der Apoptose-
rate erreicht werden. Inkubation der Zellen mit den β2-Sympathomimetika unter Ge-
genwart von Rolipram führte dagegen zu einer signifikanten synergistischen Steige-
rung der Apoptoserate. 
Des Weiteren wurde eine Abhängigkeit der durch die cAMP-erhöhenden Substanzen 
induzierten Apoptose von Caspasen untersucht. Durch die Zugabe des Pan-Caspase-
Inhibitors z-VAD-fmk ließ sich die Apoptoserate dosisabhängig reduzieren. Die wäh-
rend eines colorimetrischen Assays gemessene Caspase-3-Aktivität wurde durch Inku-
bation der leukämischen Zellen mit den β2-Sympathomimetika nicht gesteigert. Bei 
Zugabe von Suprarenin ließ sich im Gegenteil sogar eine signifikante Abnahme der 
Caspase-3-Aktivität nachweisen. Schon bei Zugabe einer niedrigen Konzentration von 
z-VAD-fmk wurde die Caspase-3-Aktivität maximal gehemmt. 
Um die Auswirkungen auf apoptoseregulierende Proteine zu überprüfen wurde die Bcl-
2/Bax-Ratio und die Expression von p53 nach Inkubation der Zellen mit Suprarenin und 
Terbutalin bestimmt. Der Quotient konnte durch die Inkubation mit β2-
Sympathomimetika oder Fludarabin nicht zu Gunsten der proapoptotischen Proteine 
signifikant gesenkt werden. Im Gegensatz zu Fludarabin bewirkte die Inkubation der 
Zellen mit β2-Sympathomimetika eine signifikante Erhöhung der p53-Expression. 
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Außerdem wurde der Einfluss von IL-10 auf Apoptoseinduktion durch cAMP-erhöhende 
Substanzen untersucht. Unter Anwesenheit von Suprarenin, Terbutalin und Iloprost 
ließ sich im Vergleich zur Kontrolle eine Erhöhung der IL-10-Konzentration im Über-
stand mit Hilfe eines ELISA messen. Unter Zugabe eines neutralisierenden IL-10-
Antikörpers zum Inkubationsansatz mit β2-Sympathomimetika konnte eine signifikante 
Steigerung der Apoptoserate erreicht werden. Eine IL-10-Blockade hatte jedoch keinen 
Einfluss auf die Caspase-3-Aktivität der B-CLL-Zellen. 
4.1.2. Apoptoseinduktion durch Antidepressiva 
Auch die verschiedenen untersuchten Stoffgruppen mit antidepressiver Wirkung konn-
ten bei B-CLL-Zellen vermehrt Apoptose induzieren. Allein Lithium zeigte keine Wir-
kung auf die malignen Zellen. Bei dem trizyklischen Antidepressivum Clomipramin 
wurde zusätzlich ein Synergismus mit dem Chemotherapeutikum Fludarabin als auch 
mit dem PDE4-Inhibitor Rolipram untersucht. Hier konnte im Vergleich zur Inkubation 
der Zellen mit den Substanzen alleine, durch die Kombination eine signifikante Steige-
rung von Apoptose erreicht werden. 
Die Zugabe von z-VAD-fmk reduzierte die durch Clomipramin induzierte Apoptose 
deutlich. Dagegen wurde die Apoptoserate bei Inkubation der Zellen mit Maprotilin und 
Fluoxetin unter Caspasehemmung kaum erniedrigt. Hier lag die Anzahl der apoptoti-
schen Zellen sogar unter Anwesenheit der maximalen Konzentration z-VAD-fmk noch 
über der spontanen Apoptoserate der B-CLL-Zellen. Bei Inkubation der Zellen mit Anti-
depressiva konnte keine Steigerung der Caspase-3-Aktivität erzielt werden. Die 
Caspase-3-Aktivität ließ sich jedoch unter Gegenwart des Pan-Caspase-Inhibitors 
schon in niedriger Konzentration signifikant hemmen. 
Die Zugabe von Antidepressiva konnte die Bcl-2/Bax-Ratio nur in geringem Maße ver-
ringern. Im Western Blot zeigte sich jedoch eine gesteigerte Expression von p53 unter 
Inkubation mit Antidepressiva, bei Clomipramin und Fluoxetin war der Unterschied zur 
Kontrolle signifikant. 
Inkubation mit Antidepressiva erhöhte die IL-10-Konzentration im Überstand der B-
CLL-Zellen. Hier wurde im Vergleich zur Kontrolle eine signifikante Erhöhung der Kon-
zentration bei Inkubation mit Fluoxetin gemessen. Eine Blockade von IL-10 bewirkte 
eine Steigerung der Apoptoserate im Vergleich zum Ansatz ohne neutralisierenden IL-
10-Antikörper. Eine IL-10-Blockade hatte jedoch keinen Einfluss auf die Caspase-3-
Aktivität. 
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4.2. Diskussion der Methoden 
4.2.1. In vitro-Zellkultur von B-CLL-Zellen 
Ein hoher Anteil der aus peripherem venösen Blut isolierten B-CLL-Zellen neigt in vitro 
trotz Inkubation mit FCS zu spontaner Apoptose. Collins und Mitarbeiter konnten nach 
30 h spontane Apoptoseraten von bis zu 20 % messen, unabhängig von der Zellkon-
zentration der Kultur und T-Zell-Depletion (Collins et al., 1989). So wurden auch in der 
vorliegenden Arbeit spontane Apoptoseraten von bis zu 40 % nachgewiesen. Vermut-
lich führt der Verlust von parakrinen Faktoren unter in vitro-Kultur zu diesem apoptoti-
schen Zelltod, wohingegen in vivo gerade diese extrinsischen Faktoren für die Akku-
mulation der malignen Zellen verantwortlich sind (McConkey et al., 1991; Robertson et 
al., 1993). Diese Hypothese eines protektiven Effekts durch antiapoptotische Faktoren 
in vivo konnte durch Bomstein und Mitarbeiter untermauert werden (Bomstein et al., 
2003). Durch Zugabe von autologem Serum, bzw. autologen T-Zellen zu unfraktionier-
ten B-CLL-Zellen, konnte die spontane Apoptoserate (23,0 ± 12,1 % Annexin V positive 
Zellen) bis zu 35 % gesenkt werden. Im Gegensatz zu den Ergebnissen von Collins 
und Mitarbeitern führte eine Erhöhung der Zelldichte, sowie ein größerer Anteil von T-
Lymphozyten zu einer erniedrigten Apoptoserate. Daher sind wohl neben extrinsischen 
Faktoren auch Interaktionen zwischen den B-CLL-Zellen und autokrine Sekretion von 
antiapoptotischen Faktoren verantwortlich für eine Akkumulation funktionsunfähiger B-
CLL-Zellen in vivo. 
Das von T-Zellen sezernierte Interleukin (IL)-4 schützt die B-CLL-Zellen vor Apoptose. 
Die Expression von IL-4-Rezeptoren ist auf den malignen Zellen im Vergleich zu nor-
malen B-Zellen erhöht (Douglas et al., 1997). Auch IL-6 (Nilsson et al., 1992; Reittie et 
al., 1996), IL-8 (Francia di Celle et al., 1996), das von Th2-Helferzellen sezernierte IL-
13 (Chaouchi et al., 1996) sowie die Interferone -α (Panayiotidis et al., 1994) und -γ 
(Buschle et al., 1993) gelten als antiapoptotische Faktoren in vitro. Die Wirkung von IL-
10 auf Apoptose bei B-CLL-Zellen ist noch nicht vollständig geklärt. Vermutlich fördert 
auch dieses Zytokin das Überleben der malignen Zellen (Jurlander et al., 1997; Kita-
bayashi et al., 1995). 
Dennoch hat sich die Isolation von mononukleären Zellen aus geringen Mengen peri-
pheren venösen Blutes von B-CLL-Patienten für die in vitro-Zellkultur etabliert. Damit 
ist eine gute Reproduzierbarkeit gegeben und die Ergebnisse können mit denen ande-
rer Arbeitsgruppen verglichen werden. 
4.2.2. Messung der Apoptose 
Die durchflusszytometrische Messung von Apoptose ermöglicht im Gegensatz zu klas-
sischen Analysemethoden, wie der mikroskopischen Analyse der Zellmorphologie die 
schnelle, sensitive und objektive Messung der Prozentzahl apoptotischer Zellen. Da die 
Methode leicht reproduzierbar ist und die Ergebnisse mit denen klassischer DNA-
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Fragmentationsnachweise eng korrelieren (Nicoletti et al., 1991), wird die Technik der 
durchflusszytometrischen Messung bevorzugt zur quantitativen Analyse von Zellüber-
leben verwendet (Carbonari et al., 1995; Darzynkiewicz et al., 1992). 
Um die quantitative Messung apoptotischer Zellen mit Annexin V- und PI-
Doppelfärbung zu bestätigen wurde zusätzlich ein weiterer Nachweis für Apoptose, die 
Gelelektrophorese, erbracht. Die beiden Methoden basieren auf dem Aufzeigen unter-
schiedlicher morphologischer Veränderungen im Rahmen des programmierten Zellto-
des. 
Die durchflusszytometrische Messung von Apoptose beruht auf Veränderungen der 
Zusammensetzung der Zellhülle und ist unabhängig von dem apoptoseinduzierenden 
Stimulus (Martin et al., 1995). Die physiologische Zellmembranasymmetrie wird im frü-
hen Stadium des apoptotischen Zelltodes aufgehoben und Phosphatidylserin wird an 
die Membranaussenseite exponiert (van Engeland et al., 1998). Annexin V kann nun 
spezifisch an dieses Phospholipid binden (Martin et al., 1995) und die apoptotische 
Zelle markieren. Spätapoptotische bzw. nekrotische Zellen, die auf Grund eines er-
schöpften ATP-Speichers ihre Membranintegrität verloren haben, werden mit dem 
Farbstoff PI gegengefärbt und können so differenziert werden. Die vorliegenden Er-
gebnisse sind Messwerte von Annexin V- und PI-doppeltpositiven Zellen, da diese 
Messung sich für die Gesamtheit der Zellen als repräsentativer herausstellte als die 
Messung der Annexin V einfach positiven Zellen. Daher wurde zusätzlich eine Kinetik 
der durchflusszytometrische Messung durchgeführt um nachzuweisen, dass die Zellen 
zu keinem Zeitpunkt PI aufnehmen ohne sich vorher als Annexin V positiv darzustellen. 
Der Apoptosenachweis durch die Darstellung einer typischen DNA-Leiter beruht dage-
gen auf spätapoptotischen morphologischen Veränderungen der Zelle und wird daher 
erst nach 72 h durchgeführt. Endonucleasen spalten die DNA einer apoptotischen Zelle 
in Fragmente von 180 Basenpaaren (Wyllie, 1980). Diese wandern im Gegensatz zu 
nativer DNA im elektrischen Feld und lassen sich mit Ethidiumbromid darstellen. Die 
elektophoretische Auftrennung der DNA-Fragmente gilt als qualitativ eindeutiger 
Nachweis für Apoptose. Eine quantitative Aussage ist jedoch nur eingeschränkt mög-
lich. In den letzten Jahren wurde Apoptose auch ohne erkennbare DNA-
Fragmentierung morphologisch nachgewiesen, sodass die Darstellung einer DNA-
Leiter zur Sicherung von Apoptose nicht mehr unbedingt erfolgen muss (Tomei et al., 
1993; Walker and Sikorska, 1997). 
4.3. Bewertung der Ergebnisse im Vergleich zur Literatur 
4.3.1. Apoptoseinduktion durch intrazelluläre Erhöhung von cAMP 
Die Ergebnisse der Arbeitsgruppen um Daniel, Coffino und McConkey zeigen, dass 
cAMP-Erhöhung zu apoptotischen Zellveränderungen führen kann (Coffino et al., 1975; 
Daniel et al., 1973; McConkey et al., 1990). Jedoch kann die cAMP-abhängige Protein-
 79
kinase A je nach Zelltyp sowohl pro- als auch antiapoptotisch wirken. In normalen ru-
henden B-Zellen führt eine Erhöhung des intrazellulären cAMP zu Apoptose, doch die 
Wirkung von cAMP auf B-CLL-Zellen ist ungeklärt (Franklin and McCubrey, 2000). Bei 
der CLL ist jedoch der cAMP-Spiegel in Plasma, Urin und intrazellulär erniedrigt 
(Peracchi et al., 1983). Dies ist wohl auf einen defekten β2-Adrenorezeptor-
Adenylatzyklase-Komplex der Zellmembran der CLL-Zelle zurückzuführen (Hallek et 
al., 1991; Kamp et al., 1997; Paietta and Schwarzmeier, 1983; Sheppard et al., 1977). 
Das PGI2-Analogon Iloprost führt in glatten vaskulären Muskelzellen über Stimulation 
des IP-Rezeptors zu cAMP-Erhöhung und Vasodilatation (Breyer et al., 2001). Durch 
die Prostazyklinanaloga Cicaprost und Iloprost konnte über cAMP-Erhöhung eine 
Hemmung der TNF-α-Synthese erreicht werden (Eisenhut et al., 1993). Hatae und Mit-
arbeiter wiesen erstmals eine proapoptotische Wirkung von Prostazyklin (PGI2) nach 
(Hatae et al., 2001). Stimulation des IP-Rezeptors durch Iloprost führt zu Adenylat-
zyklaseaktivierung und cAMP-abhängiger Phosphorylierung der Proteinkinase A 
(PKA). Dadurch werden die Ras (oncogene p21)-ERK (extracellular signal-regulated 
kinase)-Kaskade und die zelluläre Proliferation gehemmt (Cook and McCormick, 1993; 
Hayes et al., 1999). Li und Mitarbeiter zeigten, dass 1 µmol/l Iloprost über PKA-
Aktivierung die basale ERK-Phosphorylierung von glatten Muskelzellen hemmt (EC50 
~10nmol/l). Außerdem induziert Iloprost cAMP-abhängig Apoptose durch Inaktivierung 
von MEK (Mitogen-activated protein kinase). Die durch Iloprost erhöhte Caspase-3-
Aktivität (mit EC50-Werten im niedrigen nanomolaren Konzentrationsbereich) wurde 
durch Adenylatzyklaseinhibitoren reduziert. Über Inhibition der MEK konnten die Effek-
te von Iloprost nachgeahmt werden. Dagegen zeigte Iloprost keine Wirkung auf die 
Proteinkinase C (PKC), SAPK (stress-activated protein kinase) oder p38 (Li et al., 
2004). In dieser Arbeit konnte nun erstmals gezeigt werden, dass Iloprost auch in B-
CLL-Zellen dosisabhängig Apoptose induziert. Für das Prostazyklinanalogon Cicaprost 
wurde im Zusammenhang einer Suppression der TNF-Synthese eine synergistische 
Wirkung mit dem PDE-Inhibitor Rolipram nachgewiesen (Greten et al., 1996; Siegmund 
et al., 1997). Eine mögliche synergistische Wirkung von Iloprost mit Rolipram konnte 
jedoch im Hinblick auf eine Steigerung der Apoptoserate bei CLL nicht reproduziert 
werden. Bisher konnte eine Korrelation zwischen cAMP-Spiegel und Apoptoseindukti-
on noch nicht eindeutig nachgewiesen werden (Mentz et al., 1999; Sarfati et al., 2003) 
und die Arbeitsgruppe um Barragan zeigte, dass eine Hemmung der PDE unter ande-
rem auch zu Akkumulation von cGMP und darauf folgender Aktivierung der Proteinki-
nase G führt (Barragan et al., 2003). 
In dieser Arbeit wurde auch für Suprarenin und für das kurzwirksame β2-
Sympathomimetikum Terbutalin eine dosisabhängige Apoptoseinduktion bei B-CLL 
nachgewiesen. Eine synergistische Wirkung auf eine Steigerung der Apoptoserate 
konnte durch die Kombination von Terbutalin mit Iloprost nicht nachgewiesen werden. 
Gu und Mitarbeiter induzierten durch Inkubation mit ansteigenden Konzentrationen 
Terbutalin (100 µM, 300 µM und 1 mM) Apoptose cAMP-unabhängig in S49 T-Zellen 
(Gu et al., 2000). Eine andere Arbeitsgruppe wies dagegen nach, dass die cAMP-
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abhängige PKA essentiell für Apoptoseinduktion durch Betarezeptorstimulation in S49 
T-Zellen ist (Yan et al., 2000). Mamani-Matsuda und Kollegen wiesen für die langwirk-
samen β2-adrenergen Substanzen Formoterol und Salmeterol eine apoptoseinduzie-
rende Wirkung auf B-CLL-Zellen nach, während das kurzwirksame β2-
Sympathomimetikum Salbutamol keinen Effekt auf Apoptose zeigte. Auch hier wurde 
die Apoptoserate unabhängig von cAMP-Erhöhung oder Hemmung des β2-Rezeptors 
gesteigert. Es wurde angenommen, dass die lipophilen Substanzen Formoterol und 
Salmeterol in die Plasmamembran inserieren, die Öffnung von Ca2+-Kanälen beeinflus-
sen und auf diese Weise Apoptose induzieren (Mamani-Matsuda et al., 2004). 
In dieser Arbeit konnte sowohl für Suprarenin (1 µg/ml, 10 µg/ml) als auch für Terbuta-
lin (2,7 nM, 27 nM) eine synergistische Wirkung mit Rolipram nachgewiesen werden. 
4.3.2. Apoptoseinduktion durch Antidepressiva 
In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Antidepressiva von unterschiedlicher 
Struktur und Wirkung auf das Monoaminsystem in Hinblick auf eine mögliche Apopto-
seinduktion bei CLL untersucht. Xia und Mitarbeiter konnten nach Inkubation von peri-
pheren Lymphozyten mit den trizyklischen Antidepressiva Imipramin (50 µM) und Clo-
mipramin (15 µM, 20 µM) eine Induktion von Apoptose mit verschiedenen Methoden 
nachweisen. Vor allem CD8-positive T-Zellen sind sensitiv gegenüber Apoptoseinduk-
tion, während das Überleben normaler B-Zellen kaum beeinflusst wird (Xia et al., 1998; 
Xia et al., 1997). Trizyklische Antidepressiva vermindern die Überlebensrate von Mo-
nozyten und Lymphozyten. Die Arbeitsgruppe um Hansson konnte elektronenmikro-
skopisch eine für Apoptose typische Zellkernfragmentierung nachweisen (Xia et al., 
1997). Martensson und Kollegen zeigten, dass trizyklische Antidepressiva die Trans-
formation reifer Lymphozyten zu Blasten hemmen (Xia et al., 1997). Inkubation von 
peripheren Monozyten mit 40 µmol/l Clomipramin oder 100 µmol/l Imipramin hemmt 
auch die Differenzierung von humanen Monozyten zu phagozytierenden Zellen (Ying et 
al., 2002). Nun konnte bei CLL-Zellen eine proapoptotische Wirkung sowohl bei Inku-
bation mit trizyklischen Antidepressiva (0,17 µM und 1,7 µM Clomipramin, 0,15 µM und 
1,5 µM Imipramin) als auch mit dem tetrazyklischen Antidepressivum Maprotilin (0,12 
µM, 1,2 µM) nachgewiesen werden. Auch der SSRI (selective Serotonin-reuptake-
inhibitor) Fluoxetin (0,17 µM, 1,7 µM) und das atypische Antidepressivum Trazodon mit 
dualserotoninerger Wirkung (0,32 µM, 3,2 µM) induzierten mit Konzentrationen im the-
rapeutisch einsetzbarem Bereich potent Apoptose bei CLL-Zellen. Fluoxetin erhöht ab 
Konzentrationen von 20 µM die Apoptoserate von Burkitt-Lymphomzellen (Serafeim et 
al., 2003). Serafeim und Mitarbeiter wiesen eine vermehrte Annexin V-Bindung, die 
Spaltung des Caspase-Substrats PARP (Poly-ADP-Ribose-Polymerase), vermehrte 
Chromatinkondensation und einen Verlust des Transmembranpotentials der Mito-
chondrien nach Inkubation mit verschiedenen SSRIs nach. Normale PBMCs waren 
dagegen resistent gegenüber SSRI-induzierter Apoptose. Auch in Jurkatzellen führt die 
Inkubation mit 20 µM Fluoxetin bzw. 100 µM Imipramin innerhalb 24h zu gesteigerter 
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Apoptoseinduktion (Koch et al., 2003). Die beiden Substanzen steigern die Expression 
von CREB (cyclic AMP response element-binding protein), einem Substrat von cAMP. 
Es wurde jedoch keine Korrelation zwischen induzierter Apoptoserate und cAMP-
abhängiger Phosphorylierung von CREB festgestellt. Nässberger und Kollegen konn-
ten eine Erhöhung des intrazellulärem cAMP nach Inkubation der PBMC mit Clo-
mipramin oder Imipramin über 24 Stunden unter Vorstimulation der T-Zellen mit Phyto-
hämagglutinin (PHA) bzw. der Monozyten mit Lipopolysaccharid (LPS) nachweisen 
(Xia et al., 1996b). 
Im Rahmen dieser Arbeit zeigte sich ein synergistischer Effekt des trizyklischen Anti-
depressivums Clomipramin mit dem PDE-Inhibitor Rolipram, der über cAMP-Erhöhung 
Apoptose induziert. Der Mechanismus dieser durch trizyklische Antidepressiva ausge-
lösten cAMP-Erhöhung ist jedoch unbekannt (Kubera et al., 2001). 
Die Wirkung des monovalenten Kations Lithium auf Zellviabilität und -wachstum ist 
abhängig von der eingesetzten Konzentration. In niedriger Konzentration stimuliert Li-
thium das Wachstum von HL-60-Zellen, während es in hoher Konzentration (>10 mM) 
zytotoxisch wirkt. 10 mM Lithium induzierten in HL-60-Zellen zeit- und konzentrations-
abhängig Apoptose (Madiehe et al., 1995). Auch D`Mello und Mitarbeiter wiesen eine 
gesteigerte Apoptoserate von unreifen zerebellären Granulosazellen nach Inkubation 
mit Lithium nach (D'Mello et al., 1994). Eine proapoptotische Wirkung auf CLL-Zellen 
konnte in dieser Arbeit für 1 mM Lithium nicht nachgewiesen werden. Rapaport und 
Kollegen zeigten, dass Lithium den cAMP-Spiegel in vivo und in vitro erniedrigt 
(Rapaport and Manji, 2001). 
4.3.3. Die Rolle der Caspasen im Rahmen von Apoptoseinduktion bei B-CLL 
Obwohl eine Hemmung der Caspasen die klassischen Veränderungen während Apop-
tose verhindern kann, gibt es zahlreiche Fälle, die zeigen, dass Zellen durch Caspa-
seinhibition nicht unbedingt vor dem Zelltod bewahrt werden können und trotzdem ab-
sterben, wenn auch langsamer und ohne die morphologischen (Kerr et al., 1972) und 
biochemischen Marker (Savill and Fadok, 2000), durch die Apoptose bisher definiert 
wurde. Mehrere Beispiele zeigen, dass auch unter Caspaseinhibition und klassischen 
apoptoseauslösenden Bedingungen ein Zelltod in verschiedenen Zelllinien induziert 
werden kann (Amarante-Mendes et al., 1998; Brunet et al., 1998; De Maria et al., 1997; 
Hirsch et al., 1997; McCarthy et al., 1997; Ohta et al., 1997; Sarin et al., 1997; Xiang et 
al., 1996). Auch in „Yeast cells“, die defizient für Caspasen sind, führt eine erhöhte 
Expression von Bax zu Zytolyse, während Bcl-2 eine zytoprotektive Wirkung entfaltet 
(James et al., 1997; Jurgensmeier et al., 1997). Daher ist es unwahrscheinlich, dass 
diese Beobachtungen lediglich als Folge einer inkompletten Caspaseinaktivierung auf-
treten. Déas und Mitarbeiter konnten bei peripheren T-Zellen, die durch anti-CD2-
Antikörper und Staurosporin zu caspaseunabhängiger Apoptose induziert worden sind, 
typische „caspaseabhängige“ morphologische Veränderungen im Zytoplasma nach-
weisen: Während eines Verlusts des Transmembranpotentials der Mitochondrien 
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schrumpfen die Zellen unter Ausbildung von Membranvesikeln und Exposition von 
Phosphatidylserin an der Außenseite der Zellmembran. Obwohl das Kernchromatin nur 
teilweise kondensiert und die DNA nicht zwischen den Nucleosomen, sondern in grö-
ßere Fragmente gespalten wird, bleiben nekrotische Veränderungen, wie Zellschwel-
lung und Ruptur der Zellmembran aus (Deas et al., 1998). Der Pan-Caspase-Inhibitor 
z-VAD-fmk kann weder die Produktion von Sauerstoffradikalen (Hildeman et al., 1999) 
noch die Wanderung von Bax zu den Mitochondrien (Fitch et al., 2000) unter proapop-
totischer Triggerung verhindern. Auch der Verlust des Transmembranpotentials der 
Mitochondrien (∆ψm ) während Apoptoseinduktion (Borner and Monney, 1999) und die 
Freisetzung von Cytochrom C (Bossy-Wetzel et al., 1998) und von AIF (apoptosis-
inducing-factor) aus dem Intermembranraum bleiben nicht aus (Susin et al., 1999b). 
Ob unter proapoptotischen Bedingungen Apoptose vollständig ausgeführt werden 
kann, hängt von dem Energiezustand der Zelle ab (Kroemer and Reed, 2000). Die er-
höhte Permeabilität der inneren Mitochondrienmembran unter Induktion von Apoptose 
beeinträchtigt die vitalen bioenergetischen Funktionen der Mitochondrien. Durch Cy-
tochrom C-Freisetzung wird die Atmungskette entkoppelt und die Produktion von Su-
peroxidanionen mit folgender Zellschädigung gefördert. Doch die Bildung eines Apop-
tosoms und Caspaseaktivierung ist bei ATP-Mangel nicht mehr möglich. Apoptotische 
Signale führen jedoch auch zur Freisetzung von apoptosis-inducing-factor (AIF) und 
katabolischen Enzymen wie Arginase, Sulfitoxidase, Epoxidhydrolase und dem Lyso-
zymhomologon AT2 (Patterson et al., 2000). AIF wandert zum Zellkern und spaltet die 
DNA ATP-unabhängig in große Fragmente von 50 kBp. Rekombinantes AIF triggert 
auch unter Anwesenheit von z-VAD-fmk Apoptose und die Injektion ins Zytosol führt in 
vitro zu DNA-Fragmentation, peripherer Chromatinkondensation, Exposition von 
Phosphatidylserin und Verlust des ∆ψm (Susin et al., 1999b). 
Pettitt und Mitarbeiter zeigten, dass Caspasen zwar die Art des durch Purinanaloga 
induzierten Zelltodes bei CLL beeinflussen, nicht jedoch das Ausmaß von Apoptose. 
Der Pan-Caspaseinhibitor inhibiert durch Purinanaloga ausgelöste DNA-
Fragmentierung und Spaltung von PARP (Poly-ADP-Ribose-Polymerase), nicht jedoch 
eine induzierte Depolarisation der Mitochondrienmembran und Exposition des 
Phosphatidylserins (Pettitt and Cawley, 2000). 
Die getesteten cAMP-erhöhenden Substanzen Suprarenin, Terbutalin und Iloprost 
konnten keine erhöhte Caspase-3-Aktivität in B-CLL-Zellen induzieren. Dieses Ergeb-
nis steht im Widerspruch dazu, dass die PDE-Inhibitoren Rolipram, Sildenafil und Var-
denafil über cAMP-Erhöhung die Caspase-3-Aktivität steigern (Sarfati et al., 2003; 
Siegmund et al., 2001). Li und Mitarbeiter stellten eine Erhöhung der Caspase-3-
Aktivität in glatten Gefäßmuskelzellen durch Iloprost fest (Li et al., 2004). 
Die Apoptoserate wurde durch Inkubation der Zellen mit dem Pan-Caspaseinhibitor z-
VAD-fmk dosisabhängig erniedrigt. Daher triggern Suprarenin, Terbutalin und Iloprost 
Apoptose wohl nicht über Caspase-3-Aktivierung sondern über andere Effektorcaspa-
sen. Eine cAMP-Erhöhung könnte zu proapoptotischen Veränderungen in den Mito-
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chondrien führen, die dann eine Caspaseaktivierung einleiten. Dass cAMP-erhöhende 
Substanzen Apoptose über den internen Signalweg induzieren, zeigte die Arbeitsgrup-
pe von Moon und Mitarbeitern. Apoptose durch den PDE-4-Inhibitor Rolipram oder 
durch den Adenylatzyklase-Aktivator Forskolin wurde durch Caspase-9-Inhibition blo-
ckiert, nicht jedoch durch Anwesenheit eines Caspase-8-Inhibitors (Moon and Lerner, 
2003). 
Auch die verschiedenen Antidepressiva können keine erhöhte Caspase-3-Aktivität in-
duzieren. Nur die mit Clomipramin induzierte Apoptoserate lässt sich durch z-VAD-fmk 
dosisabhängig reduzieren, während Maprotilin und Fluoxetin Apoptose wohl caspase-
unabhängig induzieren. Xia und Mitarbeiter konnten dagegen eine erhöhte Caspase-3-
Aktivität in humanen AML (akute myeloische Leukämie) -Zellen nach Inkubation der 
Zellen mit 80 µM Imipramin und 35 µM Clomipramin nachweisen. Caspase-3-
Aktivierung führte zu einer vermehrten Bildung von intrazellulären reaktiven Sauerstoff-
radikalen. Die Zugabe von z-VAD-fmk reduzierte die durch die trizyklischen Antide-
pressiva induzierte Apoptose und Caspase-3-Aktivität (Xia et al., 1999). 
Der Pan-Caspaseinhibitor z-VAD-fmk wird häufig zur Untersuchung von Caspaseab-
hängigkeit bei Apoptoseinduktion verwendet und wurde in der vorliegenden Arbeit in 
der bewährten Konzentration eingesetzt (Bellosillo et al., 2002; Marzo et al., 2001; Ma-
teo et al., 1999; Stahnke et al., 2001; Stoetzer et al., 1999). Daher kann auch hier eine 
unvollständige Inhibition der Caspasen ausgeschlossen werden. 
4.3.4. Expression der Proteine Bcl-2 und Bax nach Inkubation der CLL-Zellen 
mit apoptoseinduzierenden Substanzen 
Bei der Induktion von Apoptose scheint die Interaktion zwischen Bcl-2 und Bax eine 
größere Rolle zu spielen als die absolute Konzentration von Bcl-2 in den malignen Zel-
len. In chemosensitiven B-CLL-Zellen induziert das Standardchemotherapeutikum 
Chlorambucil die Bax-Expression deutlich (Pepper et al., 1998). In chemoresistenten 
B-CLL-Zellen wiesen Pepper und Mitarbeiter dagegen einen erhöhten Bcl-2/Bax-
Quotient nach (Pepper et al., 1996; Pepper et al., 1997). Die von der Arbeitsgruppe 
bestimmte LC50 von Chlorambucil, der Konzentration, bei der die Hälfte der Zellen 
sterben, korrelierte mit der Bcl-2/Bax-Ratio. Auch in vitro-Studien mit Fludarabin konn-
ten zeigen, dass sich die Bcl-2/Bax-Ratio proportional zur Chemosensitivität und Apop-
toserate der malignen Zellen verhält (Thomas et al., 1996). Inkubation der leukämi-
schen Zellen mit Fludarabin führt in vitro zu einer gesteigerten Expression von Bax und 
einem erniedrigten Bcl-2-Spiegel (Siegmund et al., 2001). Zwischen Patienten, deren 
CLL-Zellen sensitiv oder resistent gegenüber Chlorambucil, Fludarabin oder 2-
Chlorodeoxyadenosin sind, kann jedoch kein signifikanter Unterschied in der Bcl-2 Ex-
pression alleine nachgewiesen werden (Morabito et al., 1997). 
Diese Ergebnisse widersprechen der Aussage von Johnston und Mitarbeitern, die kei-
ne Korrelation zwischen der Chemosensitivität von B-CLL-Zellen und der Expression 
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von Bcl-2 und Bax alleine bzw. der Bcl-2/Bax-Ratio nach Apoptoseinduktion durch Flu-
darabin, Cladribin und Fludarabinphosphat nachweisen konnten (Johnston et al., 
1997). Kitada und Mitarbeiter konnten keine Korrelation zwischen der Expression A-
poptose-regulierender Proteine und Erkrankungsstadien erkennen (Kitada et al., 1998). 
Auch andere Arbeitsgruppen stellten in CLL-Zellen keine Induktion von Bax und Re-
duktion von Bcl-2 durch Fludarabin oder durch die Kombination von Fludarabin mit 
Cyclophosphamid und Mitoxantron fest (Bellosillo et al., 1999; Kitada et al., 1998). Die 
Chemotherapeutika führen nicht zu einer Steigerung der Gesamtzahl von Bax-
Molekülen innerhalb der Zelle sondern zu caspaseunabhängiger Konformationsände-
rung des proapoptotischen Bax-Proteins und zu dessen Integration in die äußere Mito-
chondrienmembran (Bellosillo et al., 2002). 
Auch in dieser Arbeit senkte keine der untersuchten Substanzen die Bcl-2/Bax-Ratio 
signifikant, es war lediglich eine Tendenz zu erhöhtem Bax- und erniedrigtem Bcl-2-
Spiegel festzustellen. 
4.3.5. Erhöhte Expression des Tumorsuppressorgens p53 durch apoptoseindu-
zierende Substanzen 
In den letzten Jahren wurde der Mechanismus der p53-induzierten Apoptose näher 
untersucht (Burns and El-Deiry, 1999; Lowe, 1995). Das Tumorsuppressorgen p53 
triggert Apoptose abhängig von Apaf-1 und Caspase-9 über Transkriptionsaktivierung 
von verschiedenen Zielgenen (Soengas et al., 1999) und kann so die Sensibilität von 
malignen Zellen gegenüber Chemotherapie erhöhen. Zu diesen Zielgenen zählen Pro-
teine der TNF-Rezeptorfamilie, wie Fas/Apo-1 (Owen-Schaub et al., 1995) oder auch 
TRAIL (Sheikh et al., 1998; Wu et al., 1997), die über den externen Signalweg Apopto-
se induzieren, sowie die Proteine der Bcl-2 Familie, die den internen proapoptotischen 
Signalweg regulieren. p53 erhöht die Expression von Bax und erniedrigt die Transkrip-
tionsaktivierung von Bcl-2 (Miyashita and Reed, 1995; Pearson et al., 2000). Oda und 
Mitarbeiter identifizierten das BH3-only-Protein Noxa, dessen Expression auch durch 
p53 induziert wird und das die Wirkung von Bcl-2 antagonisiert (Oda et al., 2000). In 
Bax-defizienten Mäusethymozyten verläuft eine durch DNA-Schädigung induzierte A-
poptose normal, während p53-knockout-Mäuse auch bei Expression eines Bax-
Transgens resistent gegenüber Apoptoseinduktion bleiben (Knudson et al., 1995). Das 
Tumorsuppressorgen p53 wird in vitro nach Inkubation mit verschiedenen Chemothe-
rapeutika stabilisiert und vermehrt exprimiert. So können Chlorambucil und das Puri-
nanalogon Fludarabin (Bellosillo et al., 1999; de la Fuente et al., 2003; Johnston et al., 
1997) als auch die Kombination aus Fludarabin, Cyclophosphamid und Mitoxantron 
(Bellosillo et al., 1999) p53 potent induzieren. Achanta und Mitarbeiter zeigten, dass 
Purinanaloga p53 durch Interaktion mit dem p53/DNA-PK-Komplex aktivieren (Achanta 
et al., 2001). Caspaseinhibition verhindert die Stabilisierung des p53-Proteins nicht, 
daher geht die Induktion von p53 wohl einer Caspaseaktivierung voraus. Inkubation 
von CLL-Zellen mit dem Kortikoid Dexamethason konnte jedoch das p53-Protein nicht 
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aktivieren, sodass p53 wohl nicht essentiell für Apoptoseinduktion ist und auch p53-
unabhängige Signalwege existieren müssen (Bellosillo et al., 2002). 
In dieser Arbeit wurde eine signifikante Induktion von p53 in B-CLL-Zellen durch die β2-
Sympathomimetika Suprarenin und Terbutalin gezeigt. 
Trizyklische Antidepressiva erniedrigen die Expression von Bcl-2 und erhöhen die An-
zahl von Fas/Apo-1 Rezeptoren auf der Oberfläche von Lymphozyten (Xia et al., 
1996a). In der vorliegenden Arbeit führt die Inkubation der malignen CLL-Zellen mit 
dem trizyklischen Antidepressivum Clomipramin und mit Fluoxetin zu einer signifikant 
erhöhten Expression von p53. 
Für das Purinanalogon Fludarabin und das Antidepressivum Maprotilin konnte vermut-
lich auf Grund der geringen Fallzahl nur ein Trend in Richtung erhöhter p53-Expression 
nachgewiesen werden. 
4.3.6. Die Rolle von Interleukin-10 im Rahmen der B-CLL 
Das überwiegend von Th2-Helferzellen sezernierte Zytokin Interleukin-10 hemmt die 
Funktionen von Monozyten und Makrophagen (de Waal Malefyt et al., 1991) und för-
dert als autokriner Wachstumsfaktor das Wachstum und die Differenzierung von nor-
malen B-Zellen (Burdin et al., 1995; Defrance et al., 1992; Rousset et al., 1992). Plate 
wies die autokrine Produktion von IL-10 auch durch B-CLL-Zellen nach (Plate et al., 
1993). Im Serum von B-CLL-Patienten ist der IL-10-Spiegel im Vergleich zu gesunden 
Probanden erhöht (Kitabayashi et al., 1995). Hinsichtlich der Wirkung von IL-10 auf das 
Überleben von B-CLL-Zellen liegen jedoch widersprüchliche Studienergebnisse vor. 
Fluckinger und Mitarbeiter zeigten 1993, dass IL-10 bei CD40-aktivierten B-CLL-Zellen 
Proliferation und Differenzierung induziert, während es bei nicht stimulierten B-CLL-
Zellen Apoptose fördert (Fluckiger et al., 1993). Ein Jahr später wies die gleiche Ar-
beitsgruppe eine verminderte Überlebensrate und DNA-Synthese nicht stimulierter B-
CLL-Zellen durch IL-10 in vitro nach (Fluckiger et al., 1994). Die Expression von IL-10-
mRNA isolierter B-CLL-Zellen korreliert negativ mit Krankheitsprogression, wobei aus-
geschlossen werden kann, dass eine mögliche Epstein-Barr-Virus (EBV)-Infektion für 
diesen Unterschied zwischen frühen und fortgeschrittenen Erkrankungsstadien verant-
wortlich ist (Sjoberg et al., 1996). Die Arbeitsgruppe weist jedoch auf die Möglichkeit 
hin, dass gerade IL-10-positive B-CLL-Zellen sensitiv gegenüber einer Chemotherapie 
sein könnten, sodass in Patientenproben späterer Krankheitsstadien kaum noch IL-10-
positive Zellen enthalten sind. Doch Castejon und Mitarbeiter zeigten, dass die Inkuba-
tion isolierter B-CLL-Zellen von Patienten früher Krankheitsstadien mit IL-10 zur Induk-
tion von Apoptose führt, während IL-10 bei Zellen fortgeschrittener Krankheitsstadien 
keine Wirkung auf die Überlebensfähigkeit hat (Castejon et al., 1999). So ist wohl bes-
tätigt, dass der Verlust der IL10-mRNA-Expression bei B-CLL-Zellen ein Zeichen für 
Krankheitsprogression darstellt, mit begleitender Abnahme der durch IL-10 induzierten 
Apoptoserate. 
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Jurlander und Kollegen konnten dagegen keine signifikante Wirkung von IL-10 auf die 
Induktion von Apoptose nach Inkubation frisch isolierter PBMC von B-CLL-Patienten 
nachweisen. Eher zeigte sich ein Trend in Richtung eines antiapoptotischen Effekts 
von IL-10 auf B-CLL-Zellen. Auch hemmte IL-10, ähnlich wie Interferon (IFN)-γ, eine 
durch Hydrocortison induzierte Apoptose signifikant (Jurlander et al., 1997). Der IL-10-
Rezeptor gehört zu der gleichen Rezeptorfamilie wie auch die Rezeptoren von IFN-α 
und –γ (Schindler and Darnell, 1995). Rezeptorbindung führt zu Phosphorylierung von 
STAT-Proteinen genauso wie bei Stimulation mit den antiapoptotisch wirksamen Zyto-
kinen IFN-α (Jewell et al., 1994) und IFN-γ (Buschle et al., 1993). 
Versuche mit murinen CD5-positiven B-Zellen zeigten im Gegensatz zu normalen mu-
rinen B-Zellen eine Hemmung der Entwicklung durch Inkubation mit einem neutralisie-
renden IL-10-Antikörper (Ishida et al., 1992). Auch Kitabayashi konnte eine dosisab-
hängige antiapoptotische Wirkung von IL-10 bei B-CLL-Zellen nachweisen (Kitabayashi 
et al., 1995). Bei dieser Studie schützt IL-10 die leukämischen Zellen Bcl-2-unabhängig 
vor apoptotischem Zelltod und DNA-Fragmentation. Im Transmissionselektronenmikro-
skop bleiben die für Apoptose typischen morphologischen Veränderungen nach Inku-
bation der B-CLL-Zellen mit IL-10 aus. Die Zellgröße bleibt erhalten und eine Zellkern-
kondensation wird nicht sichtbar. Da die IL-10-Konzentration im Überstand von B-CLL-
Zellen erhöht ist, wird vermutet, dass dieses Zytokin den B-CLL-Zellen als autokriner 
Wachstumsfaktor dient. 
In der vorliegenden Arbeit wird die antiapoptotische Wirkung von IL-10 auf B-CLL-
Zellen bestätigt. Inkubation der B-CLL-Zellen mit einem neutralisierenden IL-10-
Antikörper führt zu einer Steigerung der Apoptoserate. Nur bei Inkubation der Zellen 
mit Maprotilin und Fluoxetin wurde kein signifikanter Unterschied sichtbar. IL-10 hatte 
keinen Einfluss auf die Caspase-3-Aktivität. Daher bleibt der genaue Wirkungsmecha-
nismus der Inhibition von Apoptose weiterhin unklar. 
Der antiapoptotische Effekt von IL-10 steht im Widerspruch dazu, dass die IL-10-
Konzentration im Überstand der malignen Zellen nach Inkubation mit Iloprost und Ter-
butalin im Vergleich zur Kontrolle statistisch signifikant erhöht war. Auch die Inkubation 
mit Fluoxetin erhöhte die IL-10-Konzentration. Andere Arbeitsgruppen konnten nach 
Inkubation mit trizyklischen Antidepressiva eine erhöhte intrazelluläre IL-10-
Konzentration feststellen (Kubera et al., 2001; Maes et al., 1999; Szuster-Ciesielska et 
al., 2003). Die hier untersuchten trizyklischen Antidepressiva steigern dagegen die 
Synthese von IL-10 nicht signifikant. Die Synthese von Zytokinen ist allerdings unter 
dynamischen Bedingungen besser zu quantifizieren, daher wären nach Vorstimulation 
der B-CLL-Zellen mit polyklonalen Aktivatoren, wie LPS (Lipopolysaccharid) Verände-
rungen der IL-10-Produktion stärker zum Ausdruck gekommen (Cavaillon et al., 1990; 
Ocklind, 1986). 
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5. Zusammenfassung 
Die chronische lymphatische Leukämie zählt mit 25 % aller Leukämien zu den häufigs-
ten lymphatischen Erkrankungen der westlichen Welt. Die Erkrankung ist charakteri-
siert durch Akkumulation der CLL-Zellen auf Grund eines fehlerhaften Apoptoseme-
chanismus. Trotz des Einsatzes von Purinanaloga oder von monoklonalen Antikörpern 
ist dieses niedrig maligne Non-Hodgkin-Lymphom weiterhin unheilbar. Im Mittelpunkt 
dieser experimentellen Arbeit steht die Untersuchung der apoptoseinduzierenden Wir-
kung von klinisch eingesetzten Substanzen gegenüber CLL-Zellen in vitro, um neue 
Therapieansätze zu überprüfen. Hintergrund der Arbeit ist die Beobachtung, dass eine 
Erhöhung des intrazellulären cAMP-Spiegels beispielsweise durch den spezifischen 
PDE-4-Inhibitor Rolipram Apoptose in CLL-Zellen induzieren kann. In dieser Arbeit 
wurden das Prostazyklinanalogon Iloprost und die β2-Sympathomimetika Suprarenin 
und Terbutalin eingesetzt um zu überprüfen, ob über diesen Wirkmechanismus die 
Apoptoserate von CLL-Zellen gesteigert werden kann. 
Des Weiteren wurden die trizyklischen Antidepressiva Clomipramin und Imipramin, das 
tetrazyklische Antidepressivum Maprotilin, die atypischen Antidepressiva Trazodon und 
Fluoxetin sowie Lithium eingesetzt, da Untersuchungen zeigten, dass Antidepressiva 
eine regulierende Wirkung auf die Leukozytenfunktion ausüben. 
Die induzierte Apoptoserate von isolierten humanen B-CLL-Zellen wurde nach Inkuba-
tion mit den cAMP-erhöhenden Substanzen und den Antidepressiva durchflusszyto-
metrisch gemessen. Der Mechanismus der Apoptoseinduktion wurde in Abhängigkeit 
von Caspasen, von der Expression apoptoseregulierender Bcl-2-Proteine, von dem 
Tumorsuppressorgen p53 sowie von Interleukin-10 untersucht. 
Folgende Ergebnisse wurden erarbeitet: 
1. Das Prostazyklinanalogon Iloprost konnte die Apoptoserate von B-CLL-Zellen dosis-
abhängig steigern. Jedoch induzierte erst die der 10fachen therapeutischen Plasma-
konzentration entsprechende Dosierung Apoptose signifikant. Auch die β2-
Sympathomimetika Suprarenin und Terbutalin steigerten die Apoptoserate der CLL-
Zellen signifikant. 
2. Durch Zugabe von Suprarenin zu Iloprost konnte eine signifikante Steigerung der 
Apoptoserate beobachtet werden. Die Zugabe von Terbutalin oder dem PDE-4-
Inhibitor Rolipram bewirkte dagegen keine gesteigerte Apoptoserate im Sinne einer 
synergistischen Wirkung der cAMP-erhöhenden Substanzen. Die Kombination aus 
Rolipram mit Suprarenin bzw. Terbutalin zeigte dagegen einen synergistischen Effekt 
auf die Induktion von Apoptose. 
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3. Es wurde ein dosisabhängiger Anstieg der Apoptoserate durch Inkubation der CLL-
Zellen mit den trizyklischen Antidepressiva Clomipramin und Imipramin, dem tetrazykli-
schen Antidepressivum Maprotilin, dem atypischen Antidepressivum Trazodon und 
dem selektiven Serotoninwiederaufnahme-Hemmstoff Fluoxetin nachgewiesen. Kein 
Einfluss auf die Apoptoserate fand sich nach Inkubation mit Lithium. 
4. Clomipramin zeigte sowohl in Kombination mit dem Purinanalogon Fludarabin als 
auch mit dem PDE-Inhibitor Rolipram eine signifikant gesteigerte Apoptoseinduktion. 
5. Durch Inkubation der CLL-Zellen mit den geprüften Substanzen ließ sich keine In-
duktion der Caspase-3-Aktivität nachweisen. Die Apoptoserate konnte durch Zugabe 
eines Pancaspaseinhibitors dosisabhängig reduziert werden. Allein die durch Maprotilin 
und Fluoxetin induzierte Apoptose blieb unter Caspaseinhibition unverändert. 
6. Nach Inkubation der CLL-Zellen mit den β2-adrenergen Substanzen bzw. den unter-
suchten Antidepressiva wurde ein Trend zu Verschiebung der Expression der pro- und 
antiapoptotischen Bcl-2-Proteine gezeigt. Jedoch konnte keine signifikante Reduktion 
der Bcl-2/Bax-Ratio nachgewiesen werden. Die Expression des Tumorsuppressorgens 
p53 wurde durch die β2-adrenergen Agonisten und die Antidepressiva Clomipramin 
und Fluoxetin signifikant gesteigert. 
7. Die antiapoptotische Wirkung von Interleukin-10 wurde durchflusszytometrisch bes-
tätigt. Die Zugabe eines neutralisierenden IL-10-Antikörpers hatte jedoch keinen Ein-
fluss auf die gemessene Caspase-3-Aktivität. Nach Inkubation der CLL-Zellen mit Ter-
butalin, Iloprost oder Fluoxetin wurde eine erhöhte IL-10-Konzentration im Überstand 
gemessen. 
Zusammenfassend zeigen die vorliegenden Ergebnisse eine Steigerung der Apoptose-
rate von CLL-Zellen nach Inkubation mit verschiedenen cAMP-erhöhenden Substan-
zen und Antidepressiva. Dieser Effekt wird begleitet von einer erhöhten Expression des 
Tumorsuppressorgens p53 und von einer tendenziellen Reduktion der Bcl-2/Bax-Ratio 
zu Gunsten der proapoptotischen Proteine. Es liegen Hinweise vor, dass die cAMP-
erhöhenden Substanzen und Antidepressiva Apoptose unabhängig von der Effektor-
caspase-3 über den internen proapoptotischen Signalweg triggern. Caspaseunabhän-
gige Signalwege sind bei Apoptoseinduktion durch Maprotilin und Fluoxetin möglich. 
Interleukin-10 übt eine antiapoptotische Wirkung auf CLL-Zellen aus. 
Insgesamt können die untersuchten Wirkungen als Basis für eine therapeutische Stei-
gerung der Apoptoserate bei Patienten mit CLL dienen. Dieser neue pharmakologische 
Ansatz könnte sich mit etablierten zytostatischen Therapieverfahren ergänzen. 
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6. Abkürzungen 
 
∆ψm  Transmembranpotential 
AIF  apoptosis inducing factor 
AIHA  autoimmunhämolytische Anämie 
AML  akute myeloische Leukämie 
AMP  Adenosinmonophosphat 
Apaf  apoptotic peptidase activating factor 
Apo-1 CD 95, Fas-Rezeptor 
Ara-A Vidarabine, 9-β-D-arabinosyl-2-Fluoroadenin 
ATP  Adenosintriphosphat 
Av-HRP  Avidin-Meerrettich-Peroxidase-Konjugat 
Bax  bcl-2-associated X proteine 
Bcl  B-cell lymphoma gene 
BH  Bcl-homologe Domäne 
BSA  Bovines Serumalbumin 
CAD  caspase activated Dnase 
cAMP  zyklisches Adenosin-3´,5´-Monophosphat 
CD  cluster of differentiation 
CED-3 Caenorhabditis elegans Protein 
CLL  chronische lymphatische Leukämie 
CREB  cyclic AMP response element binding protein 
CRP  C-reaktives Protein 
CSIF  cytokine synthesis inhibiting factor 
dbcAMP dibutyryl-cAMP 
DED  death effector domain 
dest.  destilliert 
DEVD-p-NA DEVD-p-Nitroanilin  
DIABLO direct IAP binding protein with low pI 
DISC  death inducing signaling complex 
DMSO  Dimethyl-sulfoxid 
DNA  Desoxyribonukleinsäure 
EB  Ethidiumbromid 
EC50  Effektive Konzentration, die 50 % der maximalen Wirkung auslöst oder 
bei der in 50 % der Fälle der erwartete Effekt eintritt 
ECL  enhanced chemiluminescence 
ELISA  enzyme linked immuno sorbent assay 
ERK  extracellular signal regulated kinase 
FACS  fluorescence activated cell sorter 
FADD  Fas-associated death domain protein 
Fas CD95, Apo-1, Tumor Necrosis Factor Receptor Superfamily, Member 6 
FCS  Fötales Kälberserum 
FISH  Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung 
FITC  Fluorescein-Isozyanat 
FLIP  FADD-like ICE-Inhibitorprotein 
g  Zentripetalbeschleunigung der Erde 
GADD  growth arrest and DNA damage 
GDP  Guanosindiphosphat 
GTP  Guanosintriphosphat 
h  Stunden 
HEPES N-(2-Hydroxyethyl)piperazin-N´-(2-Ethanoesulfonsäure) 
HRP  horseradish peroxidase 
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IAP  inhibitor of apoptosis protein 
ICE  interleukin-1β-converting enzyme 
Ig  Immunglobulin 
IL  Interleukin 
INF  Interferon 
INN  international non-proprietary name 
Jak Janus kinase 
LC50  Letale Konzentration, bei der 50 % der Zellen sterben 
MEK  mitogen activated protein kinase 
MFI  mean fluorescence intensity 
MG  Molekulargewicht 
MHC  major histocompatibility complex 
min  Minuten 
n  Anzahl 
NHL  Non-Hodgkin-Lymphom 
NK-Zellen Natürliche Killer-Zellen 
OD  optische Dichte 
p  statistische Wahrscheinlichkeitskonstante 
PAK 2  p21-aktivierte Kinase 2  
PARP  Poly-ADP-Ribose-Polymerase 
PBMC  peripheral blood mononuclear cells 
PBS  Phosphate-Buffered Saline 
PCR  Polymerase-Ketten-Reaktion 
PDE  Phosphodiesterase 
PE  Phycoerithrin 
PGI2  Prostaglandin I2 
PI  Propidiumiodid 
PKA/B  Proteinkinase A/B 
PTP  permeability transition pore 
PVDF  polyvinylidene fluoride 
RAC Proto-onkogen RAC 
Rapl  regulator for cell adhesion and polarization enhanced in lymphoid tissues 
Ras retrovirus associated sequences 
RNA  Ribonucleinsäure 
s  Sekunden 
SAPK  stress activated protein kinase 
SDS  sodium-dodicyl-sulfat 
SEM  standard error of mean 
Smac  second mitochondria derived activator of caspases 
SSRI  selective serotonin reuptake inhibitor 
STAT  signal transducer and activator of transcription 
TAE  Tris-Acetat/EDTA-Elektrophorese-Puffer 
Th  T-Helfer-Lymphozyten 
TNF  Tumor-Nekrose-Faktor 
TNF-R1 Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptor 1 
TRAIL  TNF related apoptosis inducing ligand 
TRAMP TNF-receptor related apoptosis mediated protein 
Tyk2 tyrosine kinase 2 
UV  ultraviolett 
VDAC  voltage dependent anion channel 
z-VAD-fmk Carbobenzoxy-valyl-alanyl-aspartyl-[O-methyl]-fluoromethylketone 
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